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Ęy§. 2. B'ożdz7al pochodnych eteru trójmetylsilanowego F-2
(6-)lo_hydroxy-6-oxo_trans-l_undecenyl)_B resorcylic acid lac-
tone l F-3 (nieztdentyfikowany - póaouny do F-2) przy po-
mocy chrornatografii gazowel. związkl F-2 i F_3 wyekstra-
howano z tyżu zakażonego sp rami Fuserium gramińearum.

zwykłyc}: eluotnopowych To,zpuszczalników,
cluowany ołn jest z frakcją eteru dwue,tylo-
wego.

Planuj,e się prowadzenie dalszych badań
celem otrz5rmania większych ilŃci tego zvńąz-
ku, co umożIiwi analizę grup funkcjorralnych
w oparciu o różne metody analizv spektrosko-
powej.
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STAMSŁAW WOŁOSZYN

Badania nad właściwościami i budową antygenową
Histoplasma farciminosum (Cryptococcus farciminosus - Rivolta)

Częśc l, Hodowla iwłaściwości mor{ologiczne
tr<atedra Dplzootiologil Wydziału weterynarii wsR w Lublinie

KierowniJ<: pr,of. dr s. I(RAUss

w bakteriologii stosowane, odczyny precypitacji w
żelu i immunoelektroforezy.
'Celem pracy było zbadanie niektórych

właściwości biochemicznych oraz powiązań an-
tygenowych grzyba wywołującego epizootycz-
ne zapalenie naczyń chłonnych koni i wybra-
nych przedstawicieli rodzaju Candida, Crgpto-
cocc7ts, Hżstoplasma, Saccharomlaces, Tricho-
phyton i innych grzybów ptzy użyciu wy-
odrębnionych i określonych serologicznie,
a częściowo rórvnież chemicznie, frakcji anty-
genowych tych mikroorganizmów. Poza tym
postanowiono przebadać żn użtro wrażIiwośó
Histoplasma tarcżminosun1. na niektóre anty-
biotyki fungistatyczne, zalecane obecnie w
lecznictwie grzybic. Podjęcie takich badań wy-
dawało się uzasadnione, tak ze względów po-
znawczych jak i praktycznych. Pozycja syste-
matyczna tego grzyba nie iest ustalona. Grzyb
ten od chwili wyosobnienia 8o przez Rivoltę
(1873) opisywany był kolejno pod następują-
cymi nazwami - synonimarni:

Crgptococcus Jarci.minosus (Rivolta - 1873)
Saccharomgces equź (Tokishige - 1896)
Saecharoqngces farcżmźnosum (Vuillemin -1901)
Endomgces Jarcimżnosus (Boquet i Negre,

Eberbeck - 1926)
Blastomyces farciminosus (Bennet) - 1931)

Jednym z najbardziej obecnie aktualnych
zagadnień w mikologii lekarskiej jest sprawa
ujednolicenia terminologii i systematyki grzy-
bów chorobotwórczych. W istniejących podzia-
łach panują duże rozbieżności spowodowane
tym, że wszystkie prawie gr?yby chorobotwór-
cze zostaly odkryte przez lekarzy, którzy na-
dali im mniej lub bardziej trafne r:az'ury..

Za podstaWę w określaniu przynależności gatun-
kowej brano właściwości morfologiczne fazy paso_
żytniezej spotykanej w organizmie otaz cechy mor_
fologiczne i częściowo biochemiczne fazy saprofitycz-
nej uzyskiwanej na podłożach sztucznych. Duża
zmienność morfologiczna uzależniona od wielu, czę-
sto bliżei nieznanych czynników zewnętrznych spra-
wiła, że jeden i ten sam grzyb był zaliczany do róż-
nych gatunków i opilsywany pod różnymi nazwami,
co niezmiernie utrudnia korzys,anie z piśmiennictwa.
Przykladem może być dtożdżak Candźda albi,cans d|a
którego podano l?2 synonimów (Spiesiwcetva - 89),

'W ostatnim dziesięcioleciu szereg rnikologów (Bi-
quet i wsp. - 5, 6; Evans - 23; Salvin - 7,1: Seeli-
ger - 80, 81) postuluje przeprowadzanie badań nad
strukturą antygenową grzybów uważając, że tą drogą
można będzie często łatwiej ustalić przynależność ga-
tunkową, a nawet pochodzenie filogenetyczne. Kauf-
mann d Kaplan (39) twierdzą, że pomanie budowy
antygenowej umożliwić może ujednolicenie i rewizję
klasyfikacji botanicznej. Dotychczas, \v ,sposób wy-
starczający opracowano budowę antygenową tylko
niektórych chorobotwórczych dla ludzi szczepóul z to-
dzajów Aspergi,llus, Cryptococcus, Candźda, Hi,sto-
plasma, Trichophaton otaz Sporotrźchum. Bardzo
przydatne do tego celu okazały się, szeroko obecnie
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Hżstoplasma lar cżminosunz (Redaelli, Ciferri
- 1934)

Zgmonema farciminosunr. (Dodge - 1935)
Obecnie dla określenia tego gtzyba używa

się jeszcze ciągle trzech synoniimów, a miano-
wicie: Crgptococcus Jarcimżnosus, Hżstoplasma
Jarcźminosum i Zgmonema farcżmi,nosum, przy
czym najczęściej użyr,vana jest nazwa pierwsza.

Opublikowane dotychczas prace datyczą głównie
cech morfotrogicmych ,i metod ho,dowlii, przy czym
wszyscy auto,rzy (1, 3, 10, 77,25,31, 86, 89) wskazu-ją na duże tnudności przy izolacji i otrzymywaniu
czystych kultur tego grzyba. Związane to jest z nie-
zmiernie powolnym wzrostem i częstym przerasta-
niem hodowli pleśniami. Ostatnio Bullen (10) i Singh
(86) wykazali, że znacz-lie łatwiej czyste hodorł,le
otrzymać można w posiewach z punktatów pobra-
trych z ropni zamkniętych. Poza tym Butlen (9)
stwierdził, że niezależnie od opisywanej pclstaci mi-
celialnej (M), uznawanej za chalrakterystyczną dla
tego grzyba, można na podłożach Hairtleya inkubo-
wanych W 37oC przy zwiększonym dopływie CO2
otrzymać postać drożdżową (Y). Auton ten podkreśla,
że w pierwszych pasażach to przejście w postać
drożdżową spostrzegano tylko u części badanych
szczepów i to przede wszystkim świeżo wyosobnio-
nych. Właściwości biochemiczne po§taci micelialnej
tego grzyba badano wielokrotnie ,rutynową metodą
rra podłożach z cukrami i wszyscy autorzy (l, 3, 2l,
31, 89) zgodnie stwierdzają, że nie posriada orr zdol-
ności fermento'wania cukrów. Dość dokłactrrie opra-
cowano również jego oporność na działanie czyn-
ników środowiskowych wykazując, że w sprzyjają-
cych okolicznościach zachowuje on w pełrri żyrvot-
ność i inwazyjność nawet przez okres 25 miesięcy
(cyt. wg 1). Pozostałe prace badawcze dotyczą głów-
nie zagadnień patogenezy, kliniki oraz leczenia epi-
zootycznego zapalenia naczyit chłonnych koni (3, 10,
2l, 24, 25, 59, 65, 68, 86, 88, 99, 100).

W dostępnym piśmiennictiwie nie spotkano nato-
miasrt żadnych badań dotyczących struktury antyge-
nowej oraz porn iązań ant},genowych tego gtzyba
z przedśawicielami tego samego i innych rodzajó,"r,.
Biorąc pod uwagę stwierdzone w toku badań da-
leko idące pokrewieństwo antygenowe z Hżst. cap-
łulatuln dla określenia tego grzyba, uży'to nazwy
H i,st o pla sma J ar cżmi,n o sum,

BADANIA WŁASNE
Materiał d metody

Do badań pobralrro purrktaty ,z rołpni zanakrriętych
oraz wymazy z ropni otwartych od 27 koni wykazu-jących objawy klinicane, charakterystyczne dla
epizootycznego zapalenia naczyń chłonnych. Próbki
te badano mikroskopowo w preparatach niebarwio-
nych w ciemnym polu widzenia otaz w preparatach
barwionych metodami Grama (?9), Sterka (9r), PAS
(41) i Kufferatha (wg 69). Każdą próbkę w której
mikroskopowo stwierdzono obecność typowych dla
Hźst. farci,mź,nosum posrtaci pasożytniczych (tzw.
kryptokoków) posiewano na podłoża stałe Saborauda
oraz Sabourauda z triamirrą w ilości 10 pgiml (vlg 69).
Do obydwu podłóż1 dodawano penicylinę (50 j.m./ml
i ,strepto|rnycynę (50'pg/,ml) dla zahamowanlia wzrostu
towarzyszącej flory bakteryjnej. Jednocześnie zbada-
no przydatność tych samych podłóżrz dodatkiem an-
tybiotyku fungistatycznego cykloheksimidu, który lv
stężeniu 0,5 mg/ml jest zalecany (wg 69) do izolacji
dermatofitów z materiału patologicznego, Użyto pre-
paratu Actidione f-my Fluka AG. Switzerland. Dla
kontroli bakteriologicznej wszystkie próbki posie-
wano na podłoża agarowe z krwią. Posiewy na pod-
łożach Sabourauda inkubowano w 25oC, a na aga-
rach z krwią w 37oC. Do namnażania gnzyibrri wy-

próbowano podłoża płynne Sabourauda, Czapeka
-Doxa w modyfikacji Bullena (9), Salvina-Hottla
(wg B0) oraz płyn RTN. Płyn RTN produkowany jest
standardowo przez Wytw. Sur. i Szczep, w Lublinie
do namnażania tkanki nerrki małpiej. Zawiera on
0,L0/o g7ikozy, 0,57o hydrolizatu laktoalbuminy, 2% su-
Iowicy cielęcej oraz antybiotyki bakteriostatyczne
(penicy],iny 72 j.m.lrnl, stneptomycyny 60 pglml, Pod-
łoże to uzupełniono tiami,ną w itrości 10 mg/l. Do uzy-
skiwania pośtaci drożdżowej (Y) użyto podłoża sta-
łego Francisa otaz podłoży płynnych Salvina-Hottla
i RTN z dodatkiem biotyny 50 mgĄ oraz cysteiny
1,8 g/l. P,odłoża te inkubowano w 37oC. Każda seria
podłóż l byla kontrolowana za pomocą wzorcowych
szczepóW Crupt. albźdus, Trich. Derrucoslljnl, oraz
Hźst. capsulatum, ottzymanych z C.B.S. Baarn i Inst.
Med, Trop., Antwerpen, Wszystkie szczepy wytypo-
wane do dalszych badań tlrzymano w 4oC na podło-
żach stałych Sabourauda z dodatkiem 20% j,ałowej zie_
mi ogrodowej oraz w prBbówkach z jałową wodą de_
stylowaną wg zaleceń Castellaniego (15), Właśeiwości
morfologiczne postaci micelialnej (M) i drożdżowej
(Y) Hisć, Jarcżmi.nosum prześledzono w skrawkac]r
kolonii, przygotowanych wg ogólnie przyjętych metod
histologicz,nych. Preparaty te barwiono metodami
PAS w modyfikacji Klobke i Biilbringa (41), Gomori
(28) i Kufferatha (wg 69). W badaniach własnych
zdecydowano się na tę metodę, gdyż Hi.st. farci,mino-
surrr. rośnie niezmiernie powoli i próby założenia mi-
krohodowli nie powiodły się. Wykonywane dla ce-
lów kontrolnych mikrohodowle Trich. rnentagrophu-
tes udawały się bez trudu.

'tryniki
W preparatach niebarwionych z ropni

zarnkniętych stwierdzono we wszystkich pTzy-
padkach dość liczne owalne twory, z charakte-
Iystyczną podwójnie zarysowaną otoezką
(fot, 1). W ropniach otwartych występowały

Fot. 1. lstop,lasma
Preparat widoczne z/Ae
owalne zarysowan ow.

50 x) __

już po obejrzeniu 1 preparatu.
ró enia
ać bar-
i po-
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mocą różnych barwników po podgrzaniu pre-
paratu, podobnie jak w metodzie Zieht-N-eel-
sena. Metodą Grama i Sterka barwiła się tylko
wewnętrzna część komórki, oto,czka pozósta-

na część komórki była różowa, a otoczka cżeT-
wona. W żadnym z oglądanych preparatów,
barwionych met. Kufferatha, nie udało się
stwierdzić tzw. askospor.

Wyniki badań hodowlanych przedstawia
tab. 1.

Tab. 1, Wynik badania hodowlanego

dem z,Stre §
epi.d z
obserwowano zjawiska ha,rnowania rvzrostu
grzyba. Na podłożach st,ałych, pierwsze oznaki
wzrostu w postaci białego, delikatnego nalotu,
pojawiĘ się pomiędzy 5 a 8 tygodniem po po-
siewie (fo,t. 2). Kolonie bardzo powoli po-

I1ość i rodzaj badanych
pró oek

Użyte podłoża stałe
(po 10 skosów na

1 próbkę)

-sabourauda

§abourauda. z tiaminą
Sabourauda. z cyklohe,
- ksimidem
Sabourauda z tiaminą

i cykloheksimidem

27a

27a

22,2

36,3

31,8

60,?

6,7

L2,3

2I,2

34,1

większały siQ, wrastając silnie w podłoże.
W pełni wykształcone kolonie, których wygląd
zewnętrzny zależny był od rodzaju podłoża,
uzyskiwano po 12 lub 15 tygodniach wzrostu.
Przy następnych pasażach na podłozach sztvaz-
nych, całkowicie wyrośnięte kolonie grzybn
uzyskiwano już po 4-5 tygodniach. Na pod-
łożach Sabourauda otrzymano postać micelial-
ną (M). Grzybnia była koloru żółtawo-brązo-
wego o konsystencji zbitej i pofałdowanej po-
wierzchni (fot. 3). Srednica,kolonii wahała się
od B do 12 mm.

t, łł 
- l lub 2 próbki nie badane.

Jak wynika z tabeli, najwięcej dodatnich po-
siewów otrzymano z punktatów na podłńac|t
Sabourauda z tiaminą i cy Wy-
taźny stymulujący rvpływ ł się
wzrostem iJości uzyskanych kultur w grani-
cach od 61 do 909o,

szczegóinie dobre wyniki
i otwartych, gdzie prawie
tego antybiotyku przera-
dniach inkubacji pleśnia-

mi. Pozwolił on w tych przypadkach na uzy-
skanie mniej więcej trzykrotnie większej ilości
kultur. W posiewach z ropni zamkniętych
wpływ cykloheksimidu był o wiele słabiej za-
znaczony, chociaż również widoczny.

Porównując wyniki posiewów grzybiczych
i bakteriologicznych zauważono, że w 5 prób-
kach z ropni otwartych, które przerośnięte
były Pseudomonas aeruglnosa, w zadnym przy-
padku nie uzyskano ]ń/zrostu gtzybów, chociaz
mikroskopowo stwierdzono ich obecność, Trzy
wyosobnionu siĘ
niewrażliwu ,rrai przerosły u oża.
Poza Pseud.o to-
watzyszącą w punktatach z ropni zamkniętych,
od 3 koni wyosobniono Streptoęoecus zooepż-

d36

Fot. 3. Postać micelialna (M) - Histoplasma farciminosum,
3 mies. kolonia na podłożu sabourauda (pow. 5 x)

Rewersję postaci micelialnej rM postać droż-
dżową otrzymano na podłożu Francisa po
dwóch, a u starych, muzealnych szczepów do-
piero po ttzecll 1 h pasażach. Ko-
Ionie postaci dr były jasno-żółte,
okrągłe, wypukłe brzegach i śred-
nicy od 7 do 9 rnm (fot. 4).

W dodatkowym doświadczeniu wykazano, że
jednorazowy pasaż przez 9 lub 12-dnio\Me,za-

27 punktatów
z ropni

zamkniętych

18 wyma-
zów z ropni
otwartych

Fot. 2, Postaó micelialna (M) - Hrstoplasma farcrmlnosum,
6 - tyg. kolonia na podłożu sabourauda (pow, 5 x)
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Fo. 4, Postać drożdżoĄ^,,a (Y) - Histoplasn]a farciminosum,B ty8, kolonia na poclłożu Franóisa (pow. 5 X)

rodki kurze ułatwia przcjście postaci micc-
lialnej w drożdżową. Zarodki kuize zakażone
doomoczniowo daw-ką 0,05 ml zawiesiny
grzybni (o gęstości wg próbowki nr 3 st<ali NIai
l'ar.[anda) obumierały po 3 lub 5 dniach. W
posiewach z zarodkó,w na podłożach Francisa

stać drożdżowa natomiast dawała skąpy osad
pokrywający dno naczynia, składający się z
gładkich, drobnych grudek, przyporninójący:ch
ziarna ryżu.

Przy badaniach porównawczych, oirazało się

obniża zawartości azotLl w grzybni. Właści-

wości morfologiczne obydwu postaci wzrosto-
wych były podobne jak w posiewach kontrol-
nych. Dopiero w stężeniu 2,0 mglrnl spostrze-
gano pewne oznaki Iungistatycznego działania
cykloheksimidu, wyrazające się u postaci mi-
celialnej wystąpienie,nr ziawiska pęcznienia ni-
tek grzybni (curling factor) a u postaci droż-
dżowej obniżelriem zawartości azotu średnio
do 2,80lo przy 4,3% w kontl"oli.

W preparatach histologicznych sporządzo-
nych z kolonii grzyba stwierdzono, że postać
micelialna Hżst. JrLrcżmżnosum składa się z
s egmentowanych, drzewl<owa to t ozgałęzionych
nitek grzybni, przy czym niektóre jej odcinki
są kolbowato rozdęte (fot. 5). Na końcach nitek
grzybni osadzone są różnej wielkości owalne lub
okrągłe chlamydospory terminalne (fot. 7).

Fot. 5. POStać n]icelialna (M) - llistop],asma falciminosum -preparat l)istoloBiczny ko]rlnii barwiony met, PAs, widoczne
Scgmentowane r]itl(i grzyl]rri. (pow. 60 x )

Fot, 6, Postać drożClżowa (Y) - Ilistoplasma farciminosum -preparat histologiczny kolonii barwiony Inet. PAs. wictoczneokrą8łe lub owalne komórki przypominające postać paSo-
żytnj.czą. (pow. 60 x)

Szczególnie duźo chlamydospor znajdowano
na powierzchni zewnętrznej i brzegach ko-
lonii, zwłaszcza w starej hodowli. Przy bar-
wieniu metodą PAS (fot. 7) ,oraz Gomori (fot.
B) można zauważyć wyraźną, podwójnie za-
rysowaną otoczkę, co przyjmowane jest jako
cecha charakterystyczrra chlamydospor. Postać
drożdżowa Hżst. Jarciminosum składa się
z oktągłych, drożdżo-podobnych komórek tzw.
blastospor, kształtem i wielkością przypo,mi-
nających postaó pasożytniczą (fot. 6). W zad-
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Fot. ?. Histoplas m - preparat zny
koJ.onii barwiony oczne różnej w 11a-

mydospory os a,ch grzybni. (p

Fot. B. Histoplasma falciminosum - preparat histologiczny
kolonii barwiony met. Gomori. Widoczne chlanydospory

z podwójnie Zarysowaną otoczką. (pow. 60 X )

nyrn Z oglądanych preparatów postaci mice-
lialnej i drożdżowej, barwionych met. Kuffe-
ratha nie stwierdzono obecności tzw. askospor.

Omówienie wyników
Przeprowadzone badania wykazały przydat-

ność metody flotacji do zagęszczania komórek
grzybiczych, przy mikroskopowym badaniu
ropy. Postępowanie takie jest celowe, z:,vła-
szcza ptzy badaniu materiału z ropni otwar-
tych, gdzie postacie pasożytnicze Hźst. farcimż-
nosun1 mogą występować'w małych ilościach,
Intensywniejsze barwienie postaci pasożytni-
czej po podgrzaniu preparatu pozwala sądzić,
że wyższa temperatura ułatwia łvnikanie
barwnika. Dodatni odczyn w metodzie PAS
wskazuje na obecność mukopolisacharydów,
szczególnie w otoczce postaci pasożytniczsj.
Dla wykrycia elementów grzybiczych w ropie,
zgodnie z danymi piśmiennictwa (1, 3, I0, 2I,
59) wystarcza badanie preparatów niebarwio-
nych. Ewentualną obecność komórek ziarni-
nujących, które mogą przyp,ominać postacie
pasożytnicze Hżst. Jarcżminosum, można wy-
l<Iuczy ć pr zez barwienie różnicu j ące, na j lepie j
metodą PAS. Nie pozwala to jednak na cał-
kowicie pe,wne rozpoznanie choroby, zlvłaszcza
przy mało typowych objawach klinicznych,
gdyż postacie pasożytnicze niektórych innych
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grzybów Blastomgces derm,atźtidżs, Hźst. cap-
sulatum, Crypt. neoJormans są morfologicznie
bardzo podobne. Rozstrzyga wyizolowanie i
oznaczanie szczepu oparte dotychcz,as przede
wszystkim na właściwościach morfologicznych
kolonii i samej grzybni (1, 31, B9).

Wykonane badania hodo.wlane stanowią po-
twierdzenie wyników Bullena (10) i Singha
(86), że izolacja grzyba jest łatwiejsz,a z ma-
teriału pobranego z ropni zamkniętych. Poza
tym wykazano, że do wyosobnienia Flżst. Jarcl-
minosum przydatne są podłoza z dodatkienr
penicyliny, streptomycyny oTaz cykloheksi-
midu (aktydionu), gdyż pozwalają na ofuzy-
manie czystych kultur z ropy zanieczyszczo-
nej towarzyszącą florą bakteryjną lub spora,mi
pleśni.

Negatywne wyniki posiewów, pTzy obec-
ności w ropie Pseudomonqs aerugżnosa mogą
być wynikiem często sp,otykane,i oporności tych
drobnoustrojów na streptomycynę, co umożIi-
wia szybkie przerastanie i wyczelpyr,vanie
składników odżywczych podłoza. Nie można
tutaj również wykluczyć antagonistycznego
\,vzględnie antybiotyczne§o oddziaływania tego
zatazka na Hżst. Jarciminosum tynt bardziej,
że w dwóch probkach ropy, gdzie szczepy
Pseudomonos były wrażliwe na streptomycynę
nie uzyskano również kultur grzyba. Wyjaś-
nienie tego zjawisko wymaga odpowiednich w
tym kierr"rnku badań.

Podłoza stałe z cykloheksimidem o stężeniu
0,5 mg/ml hamującym całkowicie wzrost więk-
szości pleśni, są zalecane (Kodama i wsp. 43)
i coraz częściej obecnie stosowane do izo-
lacji dermatofitów. Campbell (13) podaje, że
również tzw. grzyby dimorficzne, a między
innymi. I{żst. capsulatum są niewrażliwe żn
użtro na działanie tego antybiotyku w wymie-
nionym stężeniu. Jak wykazano, podobne
właściwości posiada Hżst. Jarcimlnosum i dla-
tego podłoza z cykloheksimidern można zalecić
do wyosabniania tego grzyba, Odmiennie nato-
miast zachowują się drozdżaki z rodzaju Crap-
tococcus. Seeliger (B3) i inni badacze (4, 98)
wielokrotnie wykazali wysoką wrażliwość tych
drożdżaków na cykloheksimid, który już w
stężeniu 0,1 mg/ml całkowicie hamuje ich
wzrost, co potwierdzono w kontrolnych posie-
wach, uzytych do badań szczepów Crypt. neo-
Jormans, Crypt. albidus i CrEpt. terreus. Nie
udało się również dotycllczas adaptowac tych
drożdżaków przez hodowlę w stopniowo wzTa-
stających stężeniach cykloheksimidrr (Seeiiger
B3).

Z uwagi na to, że grzyb Hist, Jarcżmlnosum
silnie wrasta w podłoża stałe i niemożliwe
było pobranie grzybni bez domieszki podłoża,
zaistniała konieczność wytypowania jakiegoś
podłoża płynnego, na którym rr'ożna by uzy-
skiwać dowolną ilość grzybni, potrzebnej do
uodparniania zwierząt i przygotowywania an-
tygenów do badań serologicznych. Po wypró-
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bowaniu kilku podłoży okazało się, że najob-
fitsze zbiory Hżst. tarci,minosunr uzyskiwano
na płynie HTN i dlatego głównie to podłoze
użyto do namnażania tym bardziej, że rosły
na nim wszystkie pozostałe grzy,by użyte do
badań porównawczych. Płyn ten produkowany
jest i kontrolowany w sposób standardowy
przez WSS Lublin, co zapew,nia w dużym
stopniu jednakowe warunki hodowli.

W doświadczeniu nad hodowlą postaci droż-
dżowej, wykorzystano wyniki badań Salvina
(74) który wykazał, że rewersja postaci mice-
lialnei Hżst. capsulatum w postać drożdżową
zachodzi przy inkubowaniu w 37'C na podło-
żach z dodatkiem biotyny i cystyny lub cy-
steiny, a więc z:wiązków zawierających zredu-
kowaną grupę S lub SH połączorą z rnałą mo-
lekułą organiczną. Wszystkie pozostałe amino-
kwasy, nawet o zbliżonei budowie cherrricznej
(metionina, metylcysteina), stymulowały tyiko
wzrost postaci micelialnej. Niekiedy jednak,
jak to obserwowała Campbell (13) u muzeal-
nych szczepów Hźst. capsulatum i Blast. der-
matżtżdżs, nawet kilkakrotne pasaże na tych
podłożach, nie powodują rewersji w postać
drożdżową i wtedy konieczny jest pasaż grzy-
ba przez wrażliwe zwierzęta laboratoryjne.
Scherr i Rippon (?B) uzyskiwali przejście po-
staci miceliainej Hist, capsulatum w drożdża-
wą u jaszczurek i żab trzymanych po zaka-
żeniu w 37oC, podczas gdy w grupie kontrol-
nej, pozostawionej w temperaturze 25oC po-
stać miceiialna pozostała ni,ezmieniona. W ba-
daniach własnych nad Flżst. Jarciminosu?7l. wJ/-
kazano, że pasaż ptzez zarodki kurze ułat.łia
uzyskanie postaci drożdżowej tego grzyba.
Bullen (9) podaje, że dla hodowli <irożdżor,vej
Hist. Jarciml,nosum, prócz odpowiedniego pod-
łńa i temperatury (37' C) konieczne jest stałe
inkubowanie w warunkach mikro,aerofilnych
(zwiększo,na do 10-150lo zawartośó CO). Przy
namnażaniu postaci drożdżowei tego gtzyba
na użytych podłożach płynnych okazało się,
że już lpo dwóch pasażach adaptuje się on
i rośnie dobrze w warunkach tlenowycll. Hżst.
farciminosum podlega zatem zmienności mor-
fologicznej i zależnie od składu plodłoża oraz
warunków hodow]i rośnie w postaci micelial-
nej lub drożdżowej. Ta dwupostaciowość opi-
sywana była u grzybów z rdzaju Histoplasma,
Blastomgces, Candida i innych, nie obserwo-
wano jej natomiast u przedstawicieli rodzaju
Crgptococcus, które tak w organiznrie jak i na
podłożach sztucznych wytwarzają tylko ko-
mórki drożdżo-podobne, a więc cechuje je mo-
nomorfizm (Benham 4, Lodder i Kreger Van
Rij - 50, Seeliger - B3),

Badania histołogiczne są od d.awna używane
dla wykrywania elementów grzybiczych w
tkankach chorych ludzi i zwietząt.

Wyniki badań własnych wskazują na możIi-
wość posługiwania się tą metodą dla pozna-
nio struktury morfologicznej §rzybni uzyski-

wanej na podłożach sztuczmych, co może być
przydatne zwłaszcz,a wtedy, kiedy założenie
mikrohodowli jest trudne lub nawet niemożli-
we. W skrawkach kolonii stwierdzono wszyst-
kie op,isywane przez innych badaczy (1, 9, 10,
31, 89) elementy ,morfologiczne llist. Jarcżmż-
nosum, Najlepsze wyniki dawało barwienie
metodą PAS w modyfikacji Klobke i Bi.il-
bringa (4) przy którei barwiły się wybiórczo
elementy grzybicze, a agar pozostawał rrieza-
barwiony. Dodatnia reakcja chlamydospor przy
barwieniu metodą PAS wskazuje, ze zawierają
one zasadowe mukopolisacharydy a nie wy-
łącznie substancje lipidowe, jak to zugeruje
Spieciwcewa (B9). Brak obecności askospor tak
w postaci pasożytniczei jak i w obydwu posta-
ciach wzrostowych (micelialnej i drożdżowej),
wyklucza raczej przynależność tego grzyba do
Sacclmromgcetaceae, co zgodne jest z pogląda-
mi Ainswortha i Austwicka (I) oraz Bullena
(10). Spostrze,żenia doko,nane przez Eberbecka
(2I) o występowaniu askospor u flist. Jarcirri-
nosunl, są odosobnione i dotychczas nie udało
się ich potwierdzić żadnemu z późniejszych ba-
daczy, zajmujących się tym zagadnieniem.

W nio ski
I. Przy skąpej ilości postaci pasożytniczych

Hżst, farcźminosuln w ropie mozna je zagęśció
metodą flotacji.

2. Do izolacji tego grzyba z ropy zanie-
czyszczonei florą bakteryjną i sporami pleśni
zaIecić można podłoża Sabourauda z penicy-
liną, streptomycyną i aktydionem.

3. Rewersję postaci micelialnej w drożdżo-
wą ułatwia pasaż gtzyba przez 7--_-9 dniowe za-
rodki kurze.

4. Przy badaniu morfologicznym najlepsze
wyniki daje barwienie skrawków kolonii me-
todą PAS w modyfikacji Klobke i Btilbringa.

Bołourrrr C. - CnoiłcTga v, aIITnfeHHafl cTpyl(Typa
Histoplasma farciminosum. r. I(y.rrrrrnnposarrue
n uop$olourqecKrte csońctna.

Ylccaegoranm odpasqrr IHoff oT 27 fiou]aAeft 6oflb-
HsIx Lyrrlphangitis epizoottica. Vctanoernlł, IłTo IIprł
cKyAHoM KoJIyrqecTBe srr{x rpzdon B rHoe xopolxle
pe3yJIF,TaTbI AaeT MeToT 3aryn{eHr{g rIapa3I4TrtlIecKIłIx
{:oprrł npz noMoIIIl Słotaqzlt, Vlzonanlwto qucrblx
KyJIbTyp il3 MaTepIlaJIa 3arpg3HeHHolo 6arteplrxulr
u cr:opalłw IIJIeceHI4 AaeT cpeAa Sabounaud c 4o6aa-
xoił 50 j/ml nenzqlrłrHa 50 1tg/ml, crpenToMl{qt Ha
z 0,5 mg/ml aR,IuAvIeHa. Xoporururł AJIff Bblpaqr{Ba-
uua tpwóoe oI.a3aJIIłcb >KIĄAKVIe cpeAbl IIo Salr,lin-Hottl
14 ,KlAKocTb RTN c nprdaexoń 10 mg/l BrlTaMIłHa 81.
,Ąpo>x>xeeue Soprrłr,I Hisit. farclimino,sum noJlyqaJII4
Ha cpeAe Francis ,l >r.ll/'lr.ocTvI RTN c 6rorr,rrłonł
(50 me/t) ,{ qlcTerrHoM (1,B 8^). Pesepcuro M.W\ex'u-
ansrłoft @opmrr B Apo}Kx<eBylo noJlyqaJlr{ cKopo, rry-
TeM llacca)Ka .łepes 7-9 AHeBIthIx KyprfHblx słr6pro-
Hoe. flpr oKpacKe oTpe3KoB KofioHrlTł caMble xopo-
uII4e pe3yJIr,TaTbI rIoJIyilaJIr{ MeToAoM PAS s uotr$z-
Kal]r{r{ no Kl,obke z Bulbring. IIpz storrł MeToAe oKpa-
cKIł floABeprłrcr rprdonble orleMeHTsr (rrQsr, xra-
Ilry4ocnopsI) Ho He alap-arap.

flprcytcrsza acKocnop B fiapa3]iITr{qecroń @opue
u B o6eux KyJIbTypaJIbHux Soptłax Hist. farcimino-
S,Ulrn He YCTaHOB'1JI'I.
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Wołoszyn S. - The investigations on the nature and
antigenic structure of Histoplasma farciminosum.
Part. r. Cultivation and morphological features.

For the investigations there were used samples of
pus of 2? horses affected with lympangitis epizo-
otica. In case of the scanty occurence of Hist, farcimi-
nosum in the pus the flotation method of conden-
sing the parasite form of these fungi appeared .
most useful.

The Sabouraud's medium with penicillin (50 unit/
ml) streptomycin (50 ltm/ml) and Actidione (0,5 mg/ml)
made possible the isolation of the pure cultures from
the material infected with bacteria and mould spores,

The liquid Salvin - Hottl medium and the so-call-
ed RTN liquid with the addition of the vitamine B,
(10 mgl]) appeared to be very useful in multiplying
the mycelium. The yeast form of Hist. farciminosum
was received on of Francis' medium and the RTN li-
quid with biotin (50 mg/l) and cysteine (1,8 g/l).

The quick reversion of the mycelial form into the
yeast form was obtained by the passage by ?-9 days
old chick embryos.

The PAS method modificated by Klobke and I]ul-
bring used in staining the sections of colonies gave
the best results; the selective staining of the mycotic
elements (mycelial strands, chlamydospores) was ob-
served while agar stayed unstained.

The absence of ascospores in either the parasitic
form or in both of the increasing forms (the my-
celial and the yeast) of Hist. f arciminosum was
proved.

Wołoszyn S. - Untersuchungen iiber Eigenschaften
und antigenen Bau von Histoplasma farciminosum.
I Teil. GKultur und morphologische Eigenschaften.

Zu Untersuchungen gelangten Eiterproben der mit
lymphangitis epizootica behafteten 2? Pferde. Es ist
die Brauchbarkeit der Flotationsmethode zur verdich-
tung der parasitAren Formen Hist. farciminosum beim
spdrlichen Auftreten dieser Pilze im Eiter, festgestellt
worden. Die Sabourand Unterlage mit Penicillin
(50 E/ml), Streptomycin (50 pglml) und Aktidior-l
(0,5 mg/ml), gestattet Isolierung der Reinkulturen aus
dem mit Bakterienflora und Pilzsporen verunreinigten
Material. Zur Vermehrung des Mycelium haben sich
fliissige Unterlagen Salvin-Hottl sowie die sog. Flijs-
sigkeit RTN mit Zusatz von Vitamin Br (10mg/l) sehr
brauchbar erwiesen. Die Hefeform Hist. farciminosum
erreichte man auf Francis Unterlagen und Fliissigkeit
RTN mit Biotin (50 m8/1) und Cystein (1,8 g/1). Rasche
Reversion der Micella in Hefeform brachte man
im Wege der Passage durch 7-9 Tage alte
Hiihnerembryone, zustande. Beim Fiirben der Kultur-
streifen lieferte die besten Ergebnisse die Methode
PAS in der Modifikation Klobke und Bulbring, bei
welcher sich die Pilzelemente (MyceliumfAden, Chla-
mydosporen) auswAhlerisch fHrbten, wobei Agar un-
gefArbt geblieben ist. Eine Anwesenheit von Askospo-
ren sorryohl in der parasitiiren wie auch in beiden
Wachstumformen (Mycella und Hefeform) wurden bei
Hist. farciminosum nicht wahrgenommen.

STANISŁAW WOŁOSZYN

stan,owiło Ww podłoże bez związków zawierających
azot (K-l),oraz podłoża z d,odatkiem 10/o peptonu
(K-II). Każdą ,serię podłóŻI sprawdzono za pom,ocą
szczErów Crgpt. albźd,us i Crupt. teTreus cechujących
się zdolnością asymilacji azotanów otaz szczepLl
Crgpt. neoforn,Lans, który tej właściwości jest po-
zbawiony ale z kolei wykorzystuje azot zawarty wjonach amonowych. Jako inokulum użyto grzybni
z 3-tygodniowej hod,owli na podłożu ,płynnym Salvi-
na-Hottla którą przemyto przez pięciokrotne wiro-
wanie (3000 obr/min.) jałowym płynem fizjologicz-
nym. Każdy szczep posiewano równocześnie na fizy
skosy. Szczepy postaci micelialnej todz. Histoplasma
i szczepy rodz- Craptococcus inkubowano w 25o,
a pozostałe w 37o C. Oznaczenia p,owtórzono trzy-
krotnie. Posiewy oglądano co trzeci dzień ptzez
okres 6 tygodni. Jako wynik dodatni przyjęto wy-
stąprienie wzrostu podobnego jak na podłożu z pep-
tonem (K-II) ptzy równ,oczesnym braku wzrostu na
podłożu kontrolnym K-I.

Wyniki
Uzyskdne wyniki przedstawia tab. 2.

Jak wid,ać, szczepy kontrolne rodzaju CrEpto-
coccus i Hżst. capsulatum asymilowały badane
związki zgodnie z danymi piśmiennictwa
(Seeliger - 80, 83; Wickerham i Burton - 98)
co wskazuje, że użyte do oznaczeń podłoża były
odpowiednie. W pojedynczych probówkach wy-
stępował wprawdzie nieco słabszy wztost r:iż
w kontroli (K-II) ale po ponownym pasażu na

Histoplasma farciminosum (Cryptococclts farciminosrJs - Rivolta)
Częśc ll. właściwości biochemiczne

Badania nad właśclwośclami i budową anlygenową

Katedra EpizootioloBil Wydziału Weterynaril wsR w Lublinie
Kierownik: lpro,f. dr S. KRAUSrS

Celem pracy było zbadanie niektórych wła-
ściwŃci biochemicznych Hźst. Jarciminosum.
Z danych odnośrrego piśmiennictwa (1, 3, 2|,
31, 89) wynika, że p,ostać micelialna tego gr,zy-
ba nie ,posiada zdolnorści fermentowania cu-
krów. Innych testów dla określenia właściwo-
ści biochemicmych dotychczas nie stosowano
i dlatego podjęcie takich bad,ań wydało się ce-
lowe ze względów poznawczych.

WYKORZYSTYWANIE PROSTYCH ZW|ĄZKOW
JAKO JEDYNEGO ŻF!ÓDŁA AZOTU

Materiał i metody
Do badań uźyto 16 szczepów Hżst, farciminosum,w tym 6 wyosobnionych w kraju i 10 uzyskanych

drogą wyrniany z innych ośrodków naukowych. Były
to szczepy: 91-IP, 92-IP, 402 (Inst. Med. Trop., An-
twerpen; 94-IP, 96-IP, (Inst. Pasteur, Paris); V-4033,
V-4574 i V-4788 (Centr. Vet. Lab., Weybrigde).

Podłoża kontr,olowano szczepami: Hźst. capsulatum,
Rv. 11928, Rv. 14665 (Inst. Med. Trop., Antwerpen);
Crypt. neoJormans 3078 (Sch. Hyg. Trop. Med., Lon-
don)i Crupt. albżd,us B 558 ,i Crg7:t. terreus A g33
(Fungus Cult. C,o11., Atlanta).

Oznaczenia wykonano na podłożu wybiórczym He-
fe-S-Basal-medium-Difco i wypróbowano następu-
jące związki azotowe: azotan potasu - KNO3, azo-
tan sodu - NaNO3, azotan amonu - NHaNO", chlo-
rek amorru _ NH.CI, siarczan artlonu - (NHł/zSOł

- dodawane do p,odłoża w ilości 0,787o. KontroJę
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