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Rys. 2. Rozdzial pochodnych eteru trdéjmetylsilanowego F-2
(6-)10-hydroxy-6-oxo-trans-l1-undecenyl)-B resorcylic acid lac-
tone | F-3 (niezidentyfikowany — podobny do F-2) przy po-
mocy chromatografii gazowej. Zwigzki F-2 i F-3 wyekstra-
howano z ryzu zakaZonego sporami Fusarium graminearum.

zwyklych eluotropowych rozpuszczalnikow,
cluowany on jest z frakcjg eteru dwuetylo-
wego.

Planuje sie prowadzenie dalszych badan
celem otrzymania wiekszych ilosci tego zwigz-
ku, co umozliwi analize grup funkcjonalnych
w opa}rciu o rézne metody analizy spektrosko-
powej.
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Jednym z najbardziej obecnie aktualnych
zagadnien w mikologii lekarskiej jest sprawa
ujednolicenia terminologii i systematyki grzy-
béw chorobotwérczych. W istnhiejgeych podzia-
lach panujg duze rozbieznosci spowodowane
tym, ze wszystkie prawie grzyby chorobotwor-
cze zostaly odkryte przez lekarzy, ktérzy na-
dali im mniej lub bardziej trafne nazwy.

Za podstawe w okreflaniu przynaleznoSci gatun-
kowej brano wlasciwo§ci morfologiczne fazy paso-
zytniczej spotykanej w organizmie oraz cechy mor-
fologiczne i cze§ciowo biochemiczne fazy saprofitycz-
nej uzyskiwanej na podlozach sztucznych. Duza
zmienno§é morfologiczna uzalezniona od wielu, cze-
sto blizej nieznanych czynnikéw zewnetrznych spra-
wila, ze jeden i ten sam grzyb byl zaliczany do réz-
nych gatunkéw i opisywany pod réznymi nazwami,
co niezmiernie utrudnia korzystanie z pi$miennictwa.
Przykladem moze byé drozdzak Candida albicans dla
ktérego podano 172 synoniméw (Spiesiwce'wa — 89).

W ostatnim dziesiecioleciu szereg inikologéw (Bi-
quet i wsp. — 5, 6; Evans — 23; Salvin — 74; Seeli-
ger — 80, 81) postuluje przeprowadzanie badan nad
strukturg antygenowsa grzybéw uwazajac, ze ta droga
mozna bedzie czesto latwiej ustalié przynalezno$é ga-
tunkows, a nawet pochodzenie filogenetyczne. Kauf-
mann i Kaplan (39) twierdza, ze poznanie budowy
antygenowej umozliwié moze ujednolicenie i rewizje
klasyfikacji botanicznej. Dotychezas, ‘w sposéb wy-
starczajacy opracowano budowe antygenows tylko
niektérych chorobotwérczych dla ludzi szezepéw z ro-
dzajéw Aspergillus, Cryptococcus, Candida, Histo-
plasma, Trichophyton oraz Sporotrichum. Bardzo
przydatne do tego celu okazaly sie, szeroko obecnie
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w bakteriologii stosowane, odczyny precypitacji w
zelu i immunoelektroforezy,

‘Celem pracy bylo zbadanie niektérych
wlasciwoéci biochemicznych oraz powigzanh an-
tygenowych grzyba wywolujgcego epizootycz-
ne zapalenie naczyn chlonnych koni i wybra-
nych przedstawicieli rodzaju Candida, Crypto-
coccus, Histoplasma, Saccharomyces, Tricho-
phyton i innych grzybdéw przy uzyciu wy-
odrebnionych i okreslonych serologicznie,
a czeSciowo rowniez chemicznie, frakeji anty-
genowych tych mikroorganizméw. Poza tym
postanowiono przebadaé¢ in vitro wrazliwosé¢
Histoplasma farciminosum mna niektére anty-
biotyki fungistatyczne, zalecane obecnie W
lecznictwie grzybic. Podjecie takich badan wy-
dawato sie uzasadnione, tak ze wzgledéw po-
znawczych jak i praktycznych. Pozycja syste-
matyezna tego grzyba nie jest ustalona. Grzyb
ten od chwili wyosobnienia go przez Rivolte
(1873) opisywany byl kolejno pod nastepujg-
cymi nazwami — synonimamij:

Cryptococcus farciminosus (Rivolta — 1873)

Saccharomyces equi (Tokishige — 1896)

Saccharomyces farciminosum (Vuillemin —
1901)

Endomyces farciminosus (Boquet i Negre,
Eberbeck — 1926)

Blastomyces farciminosus (Bennet) — 1931)
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Histoplasma farciminosum (Redaelli, Ciferri
— 1934)

Zymonema farciminosum (Dodge — 1935)

Obecnie dla okreslenia tego grzyba uzywa
sie jeszcze ciggle trzech synoniméw, a miano-
wicie: Cryptococcus farciminosus, Histoplasma
farciminosum i Zymonema farciminosum, przy
czym najczeSciej uzywana jest nazwa pierwsza.

Opublikowane dotychczas prace dotycza gléwnie
cech morfologicznych i metod hodowli, przy czym
wszyscy autorzy (1, 3, 10, 17, 25, 31, 86, 89) wskazu-
ja na duzZe trudno$ci przy izolacji i otrzymywaniu
czystych kultur tego grzyba. Zwigzane to jest z nie-
zmiernie powolnym wzrostem i czestym przerasta-
niem hodowli ple§niami. Ostatnio Bullen (10) i Singh
(86) wykazali, Ze znacznie latwiej czyste hodowle
otrzymaé mozna w posiewach z punktatéw pobra-
nych z ropni zamknietych. Poza tym Bullen (9)
stwierdzil, Ze niezaleznie od opisywanej pcstaci mi-
celialnej (M), uznawanej za charakterystyczng dla
tego grzyba, mozna na podiozach Hartleya inkubo-
wanych w 37°C przy zwiekszonym doplywie CO,
otrzyma¢é¢ postaé drozdzows (Y). Autor ten podkre§la,
ze w pierwszych pasazach to przejScie w postaé
drozdiowa spostrzegano tylko u cze§ci badanych
szczep6w 1 to przede wszystkim $Swiezo wyosobnio-
nych. Wtasciwosci biochemiczne postaci micelialnej
tego grzyba badano wielokrotnie rutynowa metoda
na podiozach z cukrami i wszyscy autorzy (1, 3, 21,
31, 89) zgodnie stwierdzajg, ze nie posiada on zdol-
no$ci fermento'wania cukréw. Doé§é dokladnie opra-
cowano rowniez jego oporno§é na dzialanie czyn-
nikéw $rodowiskowych wykazujac, ze w sprzyjaja-
cych okolicznosciach zachowuje on w pelni zywot-
noéé i inwazyjno§é nawet przez okres 25 miesigey
(cyt. wg 1). Pozostale prace badawcze dotyczg glow-
nie zagadnienn patogenezy, kliniki oraz leczenia epi-
zootycznego zapalenia naczyn chlonnych koni (3, 10,
21, 24, 25, 59, 65, 68, 86, 88, 99, 100).

W dostepnym piSmiennict'wie nie spotkano nato-
miast Zadnych badan dotyczgcych struktury antyge-
nowej oraz powigzan antygenowych tego grzyba
z przedstawicielami tego samego i innych rodzajow.
Biorge pod uwage stwierdzone w toku badan da-
leko idgce pokrewienstwo antygenowe z Hist. cap-
sulatum dla okres$lenia tego grzyba, uzyto nazwy
Histoplasma farciminosum.

BADANIA WLASNE
Material i metody

Do badahin pobrano punktaty z ropni zamknietych
oraz wymazy z ropni otwartych od 27 koni wykazu-
jacych objawy kliniczne, charakterystyczne dla
epizootycznego zapalenia naczyn chlonnych. Probki
te badano mikroskopowo w preparatach niebarwio-
nych w ciemnym polu widzenia oraz w preparatach
barwionych metodami Grama (79), Sterka (91), PAS
(41) i Kufferatha (wg 69). Kazdg probke w ktorej
mikroskopowo stwierdzono obecno$é typowych dla
Hist. farciminosum postaci pasozytniczych (tzw.
kryptokokéw) posiewano na podloza stale Saborauda
oraz Sabourauda z tiaming w iloSci 10 pg/ml (wg 69).
Do obydwu podléi\dodawano penicyline (50 jm./ml
1 streptomycyne (50'pg/ml) dla zahamowania wzrostu
towarzyszacej flory bakteryjnej. Jednocze$nie zbada-
no przydatno$é tych samych podléigz dodatkiem an-
tybiotyku fungistatycznego cykloheksimidu, ktéory w
stezeniu 0,5 mg/ml jest zalecany (wg 69) do izolacji
dermatofitow z materialu patologicznego. Uzyto pre-
paratu Actidione f-my Fluka AG. Switzerland. Dla
kontroli bakteriologicznej wszystkie proébki posie-
wano na podioza agarowe z krwig. Posiewy na pod-
tozach Sabourauda inkubowano w 25°C, a na aga-
rach z krwig w 37°C. Do namnazania grzybni wy-

probowano podioza plynne Sabourauda, Czapeka
-Doxa w modyfikacji Bullena (9), Salvina-Hottla
(wg 80) oraz plyn RTN. Plyn RTN produkowany jest
standardowo przez Wytw, Sur. i Szczep. w Lublinie
do namnazania tkanki nerki malpiej. Zawiera on
0,1% glikozy, 0,5% hydrolizatu laktoalbuminy, 2% su-
rowicy cielecej oraz antybiotyki bakteriostatyczne
(penicyliny 72 jm./ml, streptomycyny 60 pg/ml. Pod-
loze to uzupelniono tiaming w iloéci 10 mg/l. Do uzy-
skiwania postaci drozdzowej (Y) uzyto podioza sta-
tego Francisa oraz podiozy plynnych Salvina-Hottla
i RTN z dodatkiem biotyny 50 mg/l oraz cysteiny
1,8 g/l. Podloza te inkubowano w 37°C. Kazda seria
podléz 4 byla kontrolowana za pomocg wzorcowych
szezepo Crypt. albidus, Trich. verrucosum oraz
Hist. capsulatum, otrzymanych z C.B.S. Baarn i Inst.
Med. Trop., Antwerpen, Wszystkie szczepy wytypo-
wane do dalszych badan trzymano w 4°C na podio-
zach stalych Sabourauda z dodatkiem 20% jalowej zie-
mi ogrodowej oraz w probéwkach z jalowa wodg de-
stylowang wg zalecenn Castellaniego (15). Wia$ciwoS§ci
morfologiczne postaci micelialnej (M) i drozdzowej
(Y) Hist. farciminosum przef§ledzono w skrawkach
kolonii, przygotowanych wg ogblnie przyjetych metod
histologicznych. Preparaty te barwiono metodami
PAS w modyfikacji Klobke i Biilbringa (41), Gomori
(28) i Kufferatha (wg 69). W badaniach wtasnych
zdecydowano sie na te metode, gdyz Hist. farcimino-
sum rof$nie niezmiernie powoli i préby zalozenia mi-
krohodowli nie powiodly sie. Wykonywane dla ce-
16w kontrolnych mikrohodowle Trich. mentagrophy-
tes udawaly sie bez trudu.

Wyniki
W preparatach mniebarwionych 2z ropni
zamknietych stwierdzono we wszystkich przy-
padkach dosé liczne owalne twory, z charakte-
rystyczng podwojnie  zarysowang otoczks
(fot. 1). W ropniach otwartych wystepowatly

Fot, 1. Postaé pasoZytnicza Histoplasma farciminosum, —
preparat niebarwiony z ropy. Widoczne charakterystyczne
owalne komorki z podwéjé}}g( )zarysowana otoczkd. (pow.

one pojedynczo lub po kilka egzemplarzy we-
ngtrz leukocytéow, przy czym w wiekszosci
probek znajdowano je dopiero po przejrzeniu
kilku preparatéw. Po wykonaniu kilku préb
wykazano, ze przy bardzo skapej ilosci komo-
rek grzybiczych w ropie mozna je zage$cié me-
todg flotacji, stosowang powszechnie przy ba-
daniu na gruzlice, co umozliwia rozpoznanie
juz po obejrzeniu 1 preparatu.

Po poréwnaniu roéznych metod barwienia
okazalo sie, ze postaé pasozytnicza grzyba bar-
wi sig intensywnie i stosunkowo latwo za po-
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moca réznych barwnikéw po podgrzaniu pre-
paratu, podobnie jak w metodzie Ziehl-Neel-
sena. Metodg Grama i Sterka barwila sie tylko
wewnetrzna czes¢é komorki, otoczka pozosta-
wala niezabarwiona i widoczny byl tylko ze-
wnetrzny jej zarys. Preparaty barwione na go-
rgco nie ulegaly odbarwieniu pod wplywem
alkoholu solnego, co wskazuje ze postaé paso-
zytnicza Hist. farciminosum cechuje alkoholo-
i kwasoopornosé. W metodzie PAS wewnetrz-
na czes$¢ komérki byla rézowa, a otoczka czer-
wona. W zadnym z oglgdanych preparatow,
barwionych met. Kufferatha, nie udalo sie
stwierdzié¢ tzw. askospor.

- Wyniki badan hodowlanych przedstawia
tab. 1.
Tab. 1. Wynik badania hodowlanego
Tlo$¢ i rodzaj badanych
prének
Uzyte podloza stale el Eulf:};ﬂzgow zléii;vv;y;’gg;i
(po 10 skoséw na zamknietych otwartych
1 probke) = — i
iloge [PA%etek] gyoqq (OdSetel
osie-|, won1= posie- Wynlr
.Fimw kow do-| " T k6w do-
/ datnich |datnich
Sabourauda 270 22,2 | 180 6,7
Sahourauda z tiaming | 270 36,3 | 170" | 12,3
Sabourauda z cyklohe-
- ksimidem 250" | 31,8 180 21,2
Sabourauda z tiaming
i cykloheksimidem | 270 ! 60,7 | 160" | 34,1

% #* — 1 lub 2 prébki nie badane.

Jak wynika z tabeli, najwiecej dodatnich po-
siewéw ofrzymano z punktatéw na podiozach
Sabourauda z tiaming i cykloheksimidem. Wy-
razny stymulujacy wpltyw tiaminy wyrazat sie
wzrostem iloSci uzyskanych kultur w grani-
cach od 61 do 90%. ‘

Cykloheksimid dal szczegolnie dobre wymiki
w posiewach z ropni otwartych, gdzie prawie
polowa podisz. bez tego antybiotyku przera-
stala w pierwszych dniach inkubacji plesnia-
mi. Pozwolit on w tych przypadkach na uzy-
skanie mniej wigcej trzykrotnie wiekszej ilosci
kultur. W posiewach z ropni zamknietych
wplyw cykloheksimidu byt o wiele slabiej za-
znaczony, chociaz réwniez widoczny.

Poréwnujac wyniki posiewdédw grzybiczych
1 bakteriologicznych zauwazono, ze w 5 prob-
kach z ropni otwartych, ktére przerosniete
byly Pseudomonas aeruginosa, w zadnym przy-
padku nie uzyskano wzrostu grzybéw, chociaz
mikroskopowo stwierdzono ich obecno$é. Trzy
wyosobnione szczepy Pseudomnas okazaly sie
niewrazliwe na penicyline oraz streptomycyne
i przerosty uzyte do hodowli grzybéw podloza.
Poza Pseudomonas aeruginosa jako flore to-
warzyszacg w punktatach z ropni zamknietych,
od_ 3 koni wyosobniono - Streptococcus zooepi-
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demicus, a w 4 prébkach z ropni otwartych
Streptococcus zooepidemicus i Staphylococcus
epidermidis. W posiewach z tych probek nie
obserwowano zjawiska hamowania wzrostu
grzyba. Na podtozach stalych, pierwsze oznaki
wzrostu w postaci biatego, delikatnego nalotu,
pojawily sie pomiedzy 5 a 8 tygodniem po po-
siewie (fot. 2). Kolonie bardzo powoli po-

Fot. 2. Posta¢ micelialna (M) — Histoplasma farciminosum,
68 — tyg. kolonia na podlozu Sabourauda (pow. 5 X)

wiekszaly sie, wrastajac silnie w podioze.
W pelni wyksztalcone kolonie, ktérych wyglad
zewnetrzny zalezny byl od rodzaju podloza,
uzyskiwano po 12 lub 15 tygodniach wzrostu.
Przy nastepnych pasazach na podlozach sztucz-
nych, catkowicie wyro$niete kolonie grzyba
uzyskiwano juz po 4—5 tygodniach. Na pod-
tozach Sabourauda otrzymano postaé micelial-
ng (M). Grzybnia byla koloru zéttawo-brazo-
wego o konsystencji zbitej i pofaldowanej po-
wierzchni (fot. 3). Srednica kolonii wahala sie
od 8 do 12 mm.

Fot. 3. Postaé¢ micelialna (M) — Histoplasma farciminosum,
3 mies. kolonia na podilozu Sabourauda (pow. 5 X)

Rewersje postaci micelialnej w posta¢ droz-
dzowg otrzymano na podiozu Francisa po
dwoch, a u staryeh, muzealnych szczepow do-
piero po trzech lub czterech pasazach. Ko-
lonie postaci drozdzowej byly jasno-zolte,
okragle, wypukte o gladkich brzegach i sred-
nicy od 7 do 9 mm (fot. 4). A

W dodatkowym do$wiadczeniu wykazano, ze
jednorazowy pasaz przez 9 lub 12-dniowe 'za-
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Fot. 4. Posta¢ drozdzowa (Y) — Histoplasma farciminosum,
8 tyg. kolonia na podlozu Francisa (pow. 5 X)

rodki kurze ulatwia przejécie postaci mice-
lialnej w drozdzows. Zarodki kurze zakazone
doomoczniowo dawkg 0,06 ml zawiesiny
grzybni (o gestoSci wg prébowki nr 3 skali Mac
Farlanda) obumieraly po 3 Iub 5 dniach. W
posiewach z zarodkéw na podlozach Francisa
uzyskano wzrost czystej postaci drozdzowej.
Sposréd wyprébowanych podlozy plynnych do
hodowli Hist. farciminosum, przydatne okazaly
sie podloza Salvina-Hottla oraz plyn RTN.
Wzrost pierwszego pasazu na tych podlozach
byl bardzo wolny, gdyz makroskopowo wi-
doczne klebki grzybni spostrzegano dopierg po
2 miesigcach inkubacji. Nastepne pasaze uzy-
skiwano juz po 3 lub 4 tygodniach. Wzrost
grzybni na podlozu Czapeka-Doxa w modyfi-
kacji Bullena (9) pojawial sie w pierwszym pa-
sazu szybciej niz na pozostatych, bo juz w 5—6
tygodniu, ale byl bardzo nikly i takim pozo-
stawal pomimo kilkakrotnych pasazy. Biotyna
i cysteina dodane do podloza Salvina-Hottla
1 RTN powodowaly calkowite przejécie postaci
micelialnej w drozdzowg juz po jednym pasa-
zu i pozwalaly na utrzymanie tej ostatniej w
czystej postaci. Na wymienionych podlozach,
postac micelialna tworzyla puszyste kolonie
podobne makroskopowo do klebkéow waty
przytwierdzonych do dna lub Scian kolbki. Po-
sta¢ drozdzowa natomiast dawala skapy osad
pokrywajgcy dno naczynia, skladajgcy sie z
gladkich, drobnych grudek, przypominajacych
ziarna ryzu.

Przy badaniach poréwnawczych, okazalo sie
ze z 1 litra podloza, najobfitsze zbiory grzybni
w ilosci 2,5 do 3,0 suchej masy o $redniej za-
wartosci ok. 4,2% azotu, oznaczonego met.
Kjeldahla (rozrzut od 3,8—4,5%) otrzymano na
pltynie RTN. Zbiory z podloza Salvina-Hottla
byly znacznie nizsze i wahaly sie od 1,4 do 1,8
suchej masy z 1 litra, przy $redniej zawartosei
4,0% azotu. Wykonane po adaptacji szczepéw
na podiozu RTN trzykrotne oznaczenia wyka-
zaly, ze cykloheksimid w stezeniach od 0.2 do
1,0 mg/ml nie hamuje wzrostu postaci mice-
lialnej i drozdzowej Hist. farciminosum ani nie
obniza zawartosci azotu w grzybni. Wiasci-

wosei morfologiczne obydwu postaci wzrosto-
wych byly podobne jak w posiewach kontrol-
nych. Dopiero w stezeniu 2,0 mg/ml spostrze-
gano pewne oznaki fungistatycznego dzialania
cykloheksimidu, wyrazajace sie u postaci mi-
celialnej wystgpieniem zjawiska pecznienia ni-
tek grzybni (curling factor) a u postaci droz-
dzowej obnizeniem zawartosci azotu $rednio
do 2,8% przy 4,3% w kontroli.

W preparatach histologicznych sporzadzo-
nych z kolonii grzyba stwierdzono, ze postaé
micelialna Hist. farciminosum sklada sie z
segmentowanych, drzewkowato rozgalezionych
nitek grzybni, przy czym niektore jej odcinki
sg kolbowato rozdete (fot. 5). Na koncach nitek
grzybni osadzone sa r6znej wielkosci owalne lub
okragte chlamydospory terminalne (fot. 7).

);
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Fot. 5. Posta¢ micelialna (M) — Histoplasma farciminosum —
preparat histologiczny kolonii barwiony met. PAS. Widoczne
scgmentowane nitki grzybni. (pow. 60 X)

Fot. 6. Postaé drozdzowsa (Y) — Histoplasma farciminosum —

preparat histologiczny kolonii barwiony met. PAS. Widoczne

okragle lub owalne komoérki przypominajgce postaé paso-
zytniczg. (pow. 60 X)

Szczegolnie duzo chlamydospor znajdowano
na powierzchni zewnetrznej i brzegach ko-
lonii, zwlaszcza w starej hodowli. Przy bar-
wieniu metodg PAS (fot. 7) oraz Gomori (fot.
8) mozna zauwazy¢ wyrazng, podwodjnie za-
rysowana otoczke, co przyjmowane jest jako
cecha charakterystyczna chlamydospor. Postaé
drozdzowa Hist. farciminosum sklada sie
z okragtych, drozdzo-podobnych komérek tzw.
blastospor, ksztaltem i wielkoseig przypomi-
najgcych posta¢ pasozytniczg (fot. 6). W zad-

137



MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXIV

Fot. 7. Histoplasma farciminosum — preparat histologiczny
kolonii barwiony met. PAS. Widoczne roznej wielkosei chla-
mydospory osadzone na koncach grzybni. (pow. 60 X)

o R %& L %=
Fot. 8. Histoplasma farciminosum — preparat histologiczny

kolonii barwiony met. Gomori. Widoczne chlamydospory
z podwojnie zarysowang otoczksy. (pow. 60 X)

nym z ogladanych preparatéw postaci mice-
lialnej i drozdzowej, barwionych met. Kuffe-
ratha nie stwierdzono obecnosci tzw. askospor.
Omoéwienie wynikow

Przeprowadzone badania wykazaly przydat-
nos$¢ metody flotacji do zageszczania komoérek
grzybiczych, przy mikroskopowym badaniu
ropy. Postepowanie takie jest celowe, zwla-
szcza przy badaniu materiatlu z ropni otwar-
tych, gdzie postacie pasozytnicze Hist. farcimi-
nosum mogg wystepowaé¢ w malych iloSciach.
Intensywniejsze barwienie postaci pasozytni-
czej po podgrzaniu preparatu pozwala sadzié,
ze wyzsza temperatura ulatwia wnikanie
barwnika. Dodatni odczyn w metodzie PAS
wskazuje na obecnos¢ mukopolisacharydéow,
szczegOlnie w otoczce postaci pasozytniczej.
Dla wykrycia elementéow grzybiczych w ropie,
zgodnie z danymi piSmiennictwa (1, 3, 10, 21,
59) wystarcza badanie preparatéw niebarwio-
nych. Ewentualng obecno$¢ komorek =ziarni-
nujacych, ktéore mogg przypominaé¢ postacie
pasozytnicze Hist. farciminosum, mozna wy-
kluczy¢ przez barwienie roznicujgce, najlepiej
metodg PAS. Nie pozwala to jednak na cal-
kowicie pewne rozpoznanie choroby, zwlaszcza
przy mato typowych objawach Kklinicznych,
gdyz postacie pasozytnicze niektérych innych
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grzyboéw Blastomyces dermatitidis, Hist. cap-
sulatum, Crypt. neoformans sg morfologicznie
bardzo podobne. Rozstrzyga wyizolowanie i
oznaczanie szczepu oparte dotychczas przede
wszystkim na wlasciwosciach morfologicznych
kolonii i samej grzybni (1, 31, 89).

Wykonane badania hodowlane stanowig po-
twierdzenie wynikéw Bullena (10) i Singha
(86), ze izolacja grzyba jest latwiejsza z ma-
terialu pobranego z ropni zamknietych. Poza
tym wykazano, ze do wyosobnienia Hist. farci-
minosum przydatne sa podloza z dodatkiem
penicyliny, streptomycyny oraz cykloheksi-
midu (aktydionu), gdyz pozwalajg na otrzy-
manie czystych kultur z ropy zanieczyszczo-
nej towarzyszaca florg bakteryjng lub sporami
plesni.

Negatywne wyniki posiewéw, przy obec-
nosci w ropie Pseudomonas aeruginosa moga
by¢ wynikiem czesto spotykanej opornosci tych
drobnoustrojéw na streptomycyne, co umozli-
wia szybkie przerastanie i wyczerpywanie
sktadnikéw odzywczych podloza. Nie mozna
tutaj réwniez wykluczy¢ antagonistycznego
wzglednie antybiotycznego oddzialywania tego
zarazka na Hist. farciminosum tym bardziej,
ze w dwoch proébkach ropy, gdzie szezepy
Pseudomonas byly wrazliwe na streptomycyne
nie uzyskano rowniez kultur grzyba. Wyjas-
nienje tego zjawisko wymaga odpowiednich w
tym kierunku badan.

Podloza stale z cykloheksimidem o stezeniu
0,5 mg/ml hamujacym catkowicie wzrost wiek-
szosci plesni, sg zalecane (Kodama i wsp. 43)
i coraz czesciej obecnie stosowane do izo-
lacji dermatofitéw. Campbell (13) podaje, ze
rowniez tzw. grzyby dimorficzne, a miedzy
innymi. Hist. capsulatum sg niewrazliwe in
vitro na dzialanie tego antybiotyku w wymie-
nionym stezeniu, Jak wykazano, podobne
wlasciwoscl posiada Hist. farciminosum i dla-
tego podioza z cykloheksimidem mozna zalecié
do wyosabniania tego grzyba. Odmiennie nato-
miast zachowujg sie drozdzaki z rodzaju Cryp-
tococcus. Seeliger (83) i inni badacze (4, 98)
wielokrotnie wykazali wysoka wrazliwos¢ tych
drozdzakéw na cykloheksimid, ktéry juz w
stezeniu 0,1 mg/ml calkowicie hamuje ich
wzrost, co potwierdzono w kontrolnych posie-
wach, uzytych do badan szczepéw Crypt. neo-
formans, Crypt. albidus i Crypt. terreus. Nie
udalo sie rowniez dotychczas adaptowaé tych
drozdzakéw przez hodowle w stopniowo wzra-
stajacych stezeniach cykloheksimidu (Seeliger
83).

Z uwagi na to, ze grzyb Hist. farciminosum
silnie wrasta w podloza stale i niemozliwe
bylo pobranie grzybni bez domieszki podloza,
zaistniala koniecznosé wytypowania jakiegos
podioza plynnego, na ktérym mozna by uzy-
skiwaé¢ dowolng ilo$é grzybni, potrzebnej do
uodparniania zwierzgt i przygotowywania an-
tygendéw do badan serologicznych. Po wypro-
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bowaniu kilku podlozy okazalo sie, ze najob-
fitsze zbiory Hist. farciminosum uzyskiwano
na plynie RTN i dlatego gléwnie to podioze
uzyto do namnazania tym bardziej, ze rosty
na nim wszystkie pozostale grzyby uzyte do
badan porownawczych. Plyn ten produkowany
jest i kontrolowany w sposob standardowy
przez WSS Lublin, co zapewnia w duzym
stopniu jednakowe warunki hodowli.

W doswiadczeniu nad hodowlg postaci droz-
dzowej, wykorzystano wyniki badan Salvina
(74) ktory wykazal, ze rewersja postaci mice-
lialnej Hist. capsulatum w posta¢ drozdzowa
zachodzi przy inkubowaniu w 37°C na podilo-
zach z dodatkiem biotyny i cystyny lub cy-
steiny, a wiec zwigzkow zawierajgcych zredu-
kowang grupe S lub SH polaczong z malg mo-
lekulg organiczng. Wszystkie pozostale amino-
kwasy, nawet o zblizonej budowie chemicznej
(metionina, metylcysteina), stymulowaty tylko
wzrost postaci micelialnej. Niekiedy jednak,
jak to obserwowala Campbell (13) u muzeal-
nych szczepéw Hist. capsulatum i Blast, der-
matitidis, nawet kilkakrotne pasaze na tych
podlozach, nie powodujg rewersji w postac
drozdzowg i wtedy konieczny jest pasaz grzy-
ba przez wrazliwe zwierzeta laboratoryjne.
Scherr i Rippon (78) uzyskiwali przejscie po-
staci micelialnej Hist, capsulatum w drozdzo-
wg u jaszczurek i zab trzymanych po zaka-
zeniu w 37°C, podczas gdy w grupie kontrol-
nej, pozostawionej w temperaturze 25°C po-
sta¢ micelialna pozostala niezmieniona. W ba-
daniach wtlasnych nad Hist. farciminosum wy-
kazano, ze pasaz przez zarodki kurze ulatwia
uzyskanie postaci drozdzowej tego grzyba.
Bullen (9) podaje, ze dla hodowli drozdzowej
Hist. farciminosum, précz odpowiedniego pod-
toza i temperatury (37° C) konieczne jest stale
inkubowanie w warunkach mikroaerofilnych
(zwiekszona do 10—15% zawartos¢ CO,). Przy
namnazaniu postaci drozdzowej tego grzyba
na uzytych podlozach plynnych okazalo sie,
ze juz po dwoch pasazach adaptuje sie on
i rosnie dobrze w warunkach tlenowych. Hist.
farciminosum podlega zatem zmiennosci mor-
fologicznej i zaleznie od skladu podloza oraz
warunkéw hodowli ro$nie w postaci micelial-
nej lub drozdzowej. Ta dwupostaciowosé opi-
sywana byla u grzybéw z rodzaju Histoplasma,
Blastomyces, Candida i innych, nie obserwo-
wano jej natomiast u przedstawicieli rodzaju
Cryptococcus, ktére tak w organizmie jak i na
podiozach sztucznych wytwarzajg tylko ko-
morki drozdzo-podobne, a wiec cechuje je mo-
nomorfizm (Benham 4, Lodder i Kreger Van
Rij — 50, Seeliger — 83).

Badania histologiczne sg od dawna uzywane
dla wykrywania elementéw grzybiczych w
tkankach chorych ludzi i zwierzat.

Wyniki badan wlasnych wskazujg na mozli-
wos¢ postugiwania sie tg metodg dla pozna-
nio struktury morfologicznej grzybni uzyski-

wanej na podlozach sztucznych, co moze byé
przydatne zwlaszeza wtedy, kiedy zalozenie
mikrohodowli jest trudne lub nawet niemozli-
we. W skrawkach kolonii stwierdzono wszyst-
kie opisywane przez innych badaczy (1, 9, 10,
31, 89) elementy morfologiczne Hist. farcimi-
nosum. Najlepsze wyniki dawalo barwienie
metoda PAS w modyfikacji Klobke i Biil-
bringa (4) przy ktorej barwily sie wybidrczo
elementy grzybicze, a agar pozostawal nieza-
barwiony. Dodatnia reakcja chlamydospor przy
barwieniu metodg PAS wskazuje, ze zawierajg
one zasadowe mukopolisacharydy a nie wy-
lgeznie substancje lipidowe, jak to sugeruje
Spieciwcewa (89). Brak obecnosci askospor tak
w postaci pasozytniczej jak i w obydwu posta-
ciach wzrostowych (micelialnej i drozdzowej),
wyklucza raczej przynalezno$¢ tego grzyba do
Saccharomycetaceae, co zgodne jest z poglada-
mi Ainswortha i Austwicka (1) oraz Bullena
(10). Spostrzezenia dokonane przez Eberbecka
(21) o wystepowaniu askospor u Hist. farcimi-
nosum sg odosobnione i dotychczas nie udato
sie ich potwierdzi¢ zadnemu z pdzniejszych ba-
daczy, zajmujacych sie tym zagadnieniem.

Wnioski

1. Przy skagpej ilosci postaci pasozytniczych
Hist. farciminosum w ropie mozna je zagescic
metodg flotacji.

2. Do izolacji tego grzyba z ropy zanie-
czyszczonej florg bakteryjng i sporami plesni
zaleci¢ mozna podloza Sabourauda z penicy-
ling, streptomycyng i aktydionem.

3. Rewersje postaci micelialnej w drozdzo-
wa utatwia pasaz grzyba przez 7—9 dniowe za-
rodki kurze.

4, Przy badaniu morfologicznym najlepsze
wyniki daje barwienie skrawkéw kolonii me-
todg PAS w modyfikacji Klobke i Biilbringa.

Bosouima C. — CBOHCTEa M AHTUICHHAA CTPYKTYDaA
Histoplasma farciminosum, 1. KyasTHBUpOBaHME
u MopdonoruIecKue CBOIICTBA.

VccnepoBany ob6pazubl THOA OT 27 momanein 6oib-
Hbix Lymphangitis epizootica. ¥YcranoBuam, 4ro npu
CKyJHOM KOJMYECTBEe 3TuX TPUOOB B THOE XOpoluyue
Pe3yNbTaThl JaeT METOT 3arylleHMsa Napa3UTUYIeCKUX
dopMm npm momournm piaoranyy. M30aANUI0  YUCTBIX
KyJBTYP M3 MaTrepuaja 3arpA3HEHHOT0 OaKTepuaMu
¥ clopaMmM IJeceHu naeT cpepa Sabouraud c pmobaB-
Koit 50 j/ml meHmmmanaa 50 pg/ml, crpenToMmMImHA
u 0,5 mg/ml agTuameHa. XopolUMMM AJNA BbIpallMBa-
HMA rpuboB OKa3adnch Xujkue cpens! o Salvin-Hottl
u xkupKocTb RTN ¢ npmubaekoit 10 mg/l surammua Bl.
HIpokikeBrle opmbl Hist. farciminosum nomyvanu
Ha cpene Francis m xuarkocty RTN ¢ OGmormHOM
(50 mgAl) u umcremuom (1,8 g/1). Pemepcuro muiesnmn-
anbHOI (POPMBI B JPOMKIKEBYI MNOJYyHaldM CKOPO, Iy-
TeM maccaxka depe3d 7—$@ OHEBHBIX KYPUHBIX 9MOpHUO-
HOB. IIpM OKpacke OTPE3KOE KOJIOHM) CaMble XOpO-
LIMe Pe3yJabTaThbl MoJydanm MmerogoM PAS B Mmoumdpn-
kamm o Klobke u Bulbring. TIpu sToM MeToze OKpa-
CKM IOABepTaMch rpuboBble 9jeMeHTHI (rudbl, XJja-
MYAOCIIOPEI) HO HE arap-arap.

IIpMCyTCTBMA AaCKOCIIOp B I[IApa3sUTHUEcKOy dopMe
u B obeux KyJIbTypalbHbIXx ¢opmax Hist. farcimino-
sum He yCTaHOBUJIN.
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Woloszyn S. — The investigations on the nature and
antigenic structure of Histoplasma farciminosum,
Parf. I. Cultivation and morphological features.

For the investigations there were used samples of
pus of 27 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 pm/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 mg/l) 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/1).

The quick reversion of the mycelial form into the
yeast form was obtained by the passage by 7—9 days
c0ld chick embryos.

The PAS method modificated by Klobke and Bul-
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. farciminosum was
proved.

Wotloszyn 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 27 Pferde. Es ist
die Brauchbarkeit der Flotationsmethode zur Verdich-
tung der parasitiren Formen Hist. farciminosum beim
sparlichen Auftreten dieser Pilze im Eiter, festgestellt
worden. Die Sabourand Unterlage mit Penicillin
(50 E/ml), Streptomycin (50 pug/ml) und Aktidion
(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. Fliis-
sigkeit RTN mit Zusatz von Vitamin B; (10 mg/l) sehr
brauchbar erwiesen. Die Hefeform Hist. farciminosum
erreichte man auf Francis Unterlagen und Fliissigkeit
RTN mit Biotin (50 mg/l) und Cystein (1,8 g/1), Rasche
Reversion der Micella in Hefeform brachte man
im Wege der Passage durch 7—9 Tage alte
Hilhnerembryone, zustande. Beim Firben der Kultur-
streifen lieferte die besten Ergebnisse die Methode
PAS in der Modifikation Klobke und Bulbring, bei
welcher sich die Pilzelemente (Myceliumfiden, Chla-
mydosporen) auswihlerisch fiérbten, wobei Agar un-
gefdrbt geblieben ist. Eine Anwesenheit von Askospo-
ren sowohl in der parasitdren wie auch in beiden
Wachstumformen (Mycella und Hefeform) wurden bei
Hist. farciminosum nicht wahrgenommen.

STANISEAW WOLOSZYN

Badania nad wtasciwosciami i budowa antygenowa
Histoplasma farciminosum (Cryptococcus farciminosus — Rivolta)

Czes¢ |l

Wiasciwosci biochemiczne

Katedra Epizootiologil Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Kierownik: prof. dr S. KRAUSS

Celem pracy bylo zbadanie niektérych wia-
$ciwo$ci biochemicznych Hist. farciminosum.
Z danych odnosnego pismiennictwa (1, 3, 21,
31, 89) wynika, ze posta¢ micelialna tego grzy-
ba nie posiada zdolnosci fermentowania cu-
krow. Innych testéw dla okreslenia wlasciwo-
$ci biochemicznych dotychezas nie stosowano
i dlatego podjecie takich badan wydalo sie ce-
lowe ze wzgleddéw poznawczych.

WYKORZYSTYWANIE PROSTYCH ZWIAZKOW
JAKO JEDYNEGO ZRODLA AZOTU

Materiat i metody

Do badan uzyto 16 szczepéw Hist, farciminosum,
w tym 6 wyosobnionych w kraju i 10 uzyskanych
droga wymiany z innych o$rodkéw naukowych. Byty
to szeczepy: 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).

Podloza kontrolowano szczepami: Hist. capsulatum
Rv. 11928, Rv. 14665 (Inst. Med. Trop., Antwerpen);
Crypt. neoformans 3078 (Sch. Hyg. Trop. Med., Lon-
don); Crypt. albidus B 558 i Crypt. terreus A 933
(Fungus Cult. Coll.,, Atlanta).

Oznaczenia wykonano ma podlozu wybidrezym He-
fe-S-Basal-medium-Difco i wyprébowano nastepu-

jace zwigzki azotowe: azotan potasu — KNO,, azo-
tan sodu — NaNO;, azotan amonu — NH,NO,, chlo-
rek amonu — NH,CI, siarczan amonu — (NH,/,SO,

— dodawane do podloza w iloSci 0,78%. Kontrole
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stanowilo w/w podloze bez zwigzkéw zawierajacych
azot (K-1) oraz podloza z dodatkiem 1% peptonu
(K-II). Kazdg serie podléiy sprawdzono za pomocg
szczepdw Crypt. albidus i Crypt. terreus cechujacych
sie zdolnodcig asymilacji azotanéw oraz szczepu
Crypt. meoformans, ktory tej wlasciwosei jest po-
zbawiony ale z kolei wykorzystuje azot zawarty w
jonach amonowych. Jako inokulum uzyto grzybni
z 3-tygodniowej hodowli na podiozu pilynnym Salvi-
na-Hottla ktérg przemyto przez pieciokrotne wiro-
wanie (3000 obr/min.) jalowym plynem fizjologicz-
nym. Kazdy szczep posiewano réwnocze$nie na trzy
skosy. Szczepy postaci micelialnej rodz. Histoplasma
i szczepy rodz. Cryptococcus inkubowano w 25°,
a pozostale w 37° C. Oznaczenia powtdrzono trzy-
krotnie. Posiewy ogladano co trzeci dzien przez
okres 6 tygodni. Jako wynik dodatni przyjeto wy-
stapienie wzrostu podobnego jak na podioiu z pep-
tonem (K-II) przy roéwnoczesnym braku wzrostu na
podiozu kontrolnym K-I.

Wyniki
Uzyskdne wyniki przedstawia tab. 2.
Jak widaé, szezepy kontrolne rodzaju Crypto-
coccus i Hist. capsulatum asymilowaly badane
zwigzki zgodnie 2z danymi piSmiennictwa
(Seeliger — 80, 83; Wickerham i Burton — 98)
co wskazuje, ze uzyte do oznaczen podloza bytly
odpowiednie. W pojedynczych prob6wkach wy-
stepowat wprawdzie nieco slabszy wzrost niz
w kontroli (K-II) ale po ponownym pasazu na



