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się że test skórny P-K na świnkach morskich
jrako st,osunkowo łatwy i szybki w wykona-
niu nadaje się do sto,sowani,a przy kl,asyfiko-
waniu form klinicznych kolibakteriozy prosiąt.
Daje on o,dp,owiedź czy dany przypadek prze-
biegał Iw mechaniźmie szoku anafilaktycznego
(alergiczne g o) z udzlałem niekornpletnych prze -
ciwciał.

Na podstawie lwyników tego ,odczynu może-
my również wywnioskować jaki serotyp E. colż
dominował w danym przypadku klinicznym.
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ce]owó przedstąwienie aktuainych metod roz-
poznania laboratoryjnego zgnilca złośliwego
pszczóŁ.

M,aterńał do posiewów
Do badań laborat,oryjnych przesyła się, z podej-

rzanych o chonobę plni próbki plastrów (o wymia-
rach 10X10 cm) wykazujące typowe zmiany ana-
torno-patologiczne. Z cburi-rarłych kornórek czerwiu
wykolnuje stię preparaty rnikros'kcpowe, barwionc
alkohoiowo-wo,dnynr IoztwoI,em f uksyny, zt/u Toz-
two,rern ;ic]etu krystaliczrlega Iub 3{io roztw,orem sa-
franiny, celern w;rka,zania obecności zlarodników.
Dalszerrru badaniu podda je się jedynie mat,eriał w
którym stwierdzono zarodr,rikri. Zawartość 10 do 15
komórek ekstrahuje się jałowym roztworem 0,B5ok
NaCl przez 2 godziny. Nlcżna również tozetrzeć ma,
teriał patologiczny w j ałowy ch możdzietzykach z
0,857o NaCl lub przez wytrząsanie ,w buteleczkaclr
z per,ełkami szklanyrni, Uzyskany lvyciąg rozlewa
s,,ę do dwóch probówek, pTzy czym jedną ogrzewa się
na łaźnii wodnej o temp. 75oC przez 30 m,in. oelern
zablicia form wegetaiywnych, Według Azuma (1) en-
dosuory Bac. lcLruoe sŁ] oporne na działa,trie tej tern-
peratury. Następ,nie, tak przygotowaną zawńesinę,
wysiewa ,się na odpowiednie podłoże celem uzyska-
nia po jedyńczych kolo,nii.

Dla ustalelrria źródŁa zakażeńa należy dodatkot,o
przebad,ać węzę mdód i wo,sk. Badania te przepro-
wadza ,się w oparoiu o metodę podaną przez Kirko-
ra (l2). 2 g wosku lub węzy tozpaszaza się w mie-
saaninie złożonej z 8 g terpentyny ii 2 ml wo,dy o
o temp ?5-80oC. Po rozpusz
się przy 5000 obr./rnin. przez
polega na odparowaniu na
?5-80oC o,koło 40 mI mio,du
do sporządz,anria prep,aratów i do posiewów. Kost,ecki
i lvsp. (informacja u,s,Łna) opisali nowe meto,dy ba-
dania wosku przeznaczone,go ,d]o plodukcji węzy.

Podłoża hod,owlane
Bac. laruae z powodu swdis,tych wymagań odżyw-

czych nie rośni,e na zwykłych podłożach ho,dowla-
nych, Wzr,ost i ,zairodnikowa,trie zachor]zń najlepie j
w warunkach ttrenowych. Zarod,nikri kńełkują lepiej
w zakresie nis<ich p,otencjałów olrsydo-redukcy;-
nych. N-ajwaźniejszym czynnikiiem stymulując5,m
wzrost laseczki zgnilca złośIiwego pszczół jest
tiamina (15) i diatego je:t ona dodawan,a albo w po-
stacli cz;rs,te j, a,lbo jallo czynlnik zawarty w innych
s rładnikach podłoża, ŻródŁem tiaminy w podłożu
],Vhita (28, 29) jest żółtko jaja kurzego, w podłożu
Holsta (9, 10, 11) wyciąg z marchwi, a w innych
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Zgnilec złośliwy (arnerykański) psz,czół na-
Ieży do najczęściej sp,otykanych w Polsce cho-
rób za,kaźnych czerwiu, Chorobę wywołuje
Baclllus laruae white. lw warunkarch natural-
nych zaraze[r jest cho,robotwórczy dla czerwiu
(głównie 5-6 dniowego), u którego obserwu-
je się typorwe zmiany chorobowe. Właściwości
rnlorfologiczne, biochemiczne i hodowlane Boc,
laruae nie są na ĘIe typowe aby możrra było
na tej podstawie odróznić ten zarazek od in-
nych l,aseczek stwierdzonych niejednokrotnie
w przypadkach chonob,owyCh u IarW ps,Zcze-
lich. Dotyczy to głównie Eoc. cilueż i Bac. plu-
ton (drobnoustnojów izołowanych z przypad-
kow kiślicy) oTaz laseczek saprofitycznych.

W zwa\czaniu zgnilca złośIiwego pszczół za-
sadnicze znaCz€,niLe ma p,rawidłowe nozpozna-
nie chonoby. O,piera się ono na badaniach korn-
pleksowych z uwzględnieniem wywiadu epi-
zootyeznego, badania pas-ieki i badania labo-
ratoryjnego. §7ę7ę,góInie ważne z;naczenie w
kompleksie badań posiada to ostatnie, gdyż
inne składqwe Tozpoznania dostlarg2ąją raczej
danych subiektywrrrych, nasuwających jedynie
podejrzeni,e ch,or,oby.

Rozpoznanie laboratoryjne opiera się głów-
nie na badaniu mikroskcpowyrtl ze szczegól-
nyrn zwr1ceniem uwagi na wystę,porwanie form
wegetatywnych i zarodników. Jedn,akże w pre-
parataich mi,kroskopowych nie jest łatwe od-
róznienie endospor Bac. laruae od end,ospor in-
nych laseczek chorobotwórczych dla pszczó\
lub saprofitycznych. Z teg,o względu dl,a osta-
tecznego r,ozpoznanja ko,nieczne jest,wyosob-
nienie c,zystej kultury Bac. laruae i identyfi-
kacji szczepu na podstawie właściwości bio-
chemicznyc| i serologiczny,ch. wyosobnienie
w czystej hodowli tego zarazka jest również
pożądane dla ozna,czenia jego lekooporności,
co pozwala na stosowainie leczelnia sterowane-
go.

W związku z brakiem w pclskim piśmien-
nictwie opracowań na ten temat, wydawało się
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podłożach pyłki roślin (22) i tkank;i ],ar,w pszcze-
lich (2Ź) lub zarodkti kurze (25). P,okrycie powierzchni
podłoża w cza,gie hodowli wodą kondensacyjną po-
zwala na obnliżenie potencjału,oksyd,o-redukcyjnego,
co sprzyja }<iełkowaniu zaro,dników Bac, Laruae.

Do kiełkowalnria zaro,dników i n,amnażania fonm
wegetatywrrych nadają się najlepiej podłoża Bailey'a
i Lee (3), B,aliley'a i Gtibbsa (2) oraz Forstera i wsp.
(5) i ,M[chaelsa (cy,t. ,za 1).

Wszystk[e po|dane wyżej podłoźa nie ,zawierają
w ,swoim składzie glikozy, która pow,oduje przedłu-
żenie l,ogarytrnticznej fazy wzr,ostu (5), skraca prze-
żywalność Bac. Laruae i hamuje wytwarzanie zarod-
ników (11). Dodatek glikozy ponad 37o ha,muje ca}-
kowidie wzrost Bac. l,aruae. podłoża agarowe stałe
są bardziej dogo,dne i dlatego podłoża półpłynne
są ooraz rzadziej sto,sowane. Ba,iley (3) sądzi, że wy-
niki badań ho,dowlaLnych uzyskane przez różnych
badaczy ina różnych p,o,dłożach są uzależnio]ne bar-
dzriej od wys,okośai potenc jału oksydo-redukcyjnego
podłoży niż od ich składu jonowego i wartości
odżywczych.

Do zarodnikowania Bac. laruae nadają się rrajle-
piej podłoża opracowalne prze,z Holsta i Sturtewanta
w modyfikacji Azurny (1) i podłoża jajowe (28, 29).
Dobry ,wzrost fo m wegetatywnych uzyskuje się
również n]a agarze z dodatkie,m 59ó krwi bar,aniej i 19Ó

glikozy.
W badaŃach biochemicznych stosu je się ,podłoża

cukrowe o skład,zje: wy.ciąg drożdżowy 10 g, neopep-
ton 10 g, tiarnina 0,0001 g, woda destylowana 1000 ml,
rozt,wór wskaź;nrika (błękit brornofenolowy 0,20/u) 24
ml. Do tak s,p,orrządzonego i wyjałowionego podłoża
dodaje slię jałowo 107o ro,ztwór ,odpowiedniego cukru
do końcowego rs,tężenia 17o. Tworzende siarkowodoru
bada się na p,odłożu o składzie: wyciąg drożdżowy
10 g, po,llipeptoln 20 g, wy,ciąg z marchwi 200 rn1, wo-
da destytrowana B00 ml, pH 6,8. Jako wskaźnik służy
paseczek bibuły nasycolnej octanem ,ołowiu.

Bac, Lartąe jes,t fakultatywlr-y,m tlenowcem rosną-
cym w zakresie temperaLur od 35oC do 3BoC (t,emp.
optyrnalna 37oC), w granioach pH 6,0-7,2 (pH opty-
malne 6,B). Zarodlniki m,ogą k,iełkowaó, a laseczka

może się namnażać w warunkach ściśle beztlerro-
wych. Badanira §f ulf ęyąnta wykazały istnienie ści-
słej zależn,ośdi porniędzy ilością zarodrników .,w ino-
culum, a rnożliwością uzyskania wzrostu na podło-
żach sztaaznych. Wzrost uzyskiwano jedynie wtedy,
gdy inoculum zawie,rało ponad 10 tys. zarodników.
W większośoi przypadków do ,otnzymania ho,dowli
potrzeba jednak inoculum z kiilko,ma milionarni za-
rodników. Jedynie przy wysiewach na podłoża z
tkankami ernbriorrralnymi, podł,oż,a Tarra i jego mo-
dyfikacje (25), wystarcza inoculum od 100 do 1000 za-
r,od,ników (schernat 1).

Morfologia
Według aktualnie obowiązującej systematy-

ki bakteryjne j zarazek zgnilca złośIiwego
pszczół zaliczany jest do grornady Schżzomg-
cetes, rzędu Eubacteriales, rodziny Bacillaceae
i rodzaju Bacżll,us (4). Jest to ilaseczka długości
2-5 trl, szerokości 0,3-0,8 p, występująca po-
jedyńczo lub w postaci krótkich łańcuszków.
Na podłozach płynnych wykazuje ona ten-
dencję do tworzenia nitek. Młode hodowle
są Glam-doCatnie, starsze - Gram chwiejne.
Droblnoustrój jest obdarzony ruchem (30-35
rzęsek uło,ż,onych peritrichalnie). Wytwarza on
cienko-ścienne, elips,oidalne endospory o wy-
miarach 0,6-0,7 p szerokości, 7,2-I,8 pl dłu-
gości (20), które tłkładają się w komórce sub-
terminalnie lub centlaInie (wtedy sp,orangia
przyjmują kształt wrzecionowaty).

właściwości hodowlane
Na podłozach stałych po 24-48 godz. inku-

bowaniu w temp. 37oC uzysl(uje się bez,bar-
wne, przeŹroczyste lub szaro-białe, poĘskują-
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ce kolonie o różnym, rzadziej postrzępionym,
brzegu i pomarszczonej powierzchni. Na po-
dłożu agarowym z dodatkiem drożdży wyla-
staią po 24 godz. szaro-białe, matowe, suche
l<olonie o po,strzępio|nych brzegach, mocno
wnastające w podłoze. Na agarze krwistym
lascczka rośnie w po,staci śluzo,watych kolonii
i nie wytwarza hemolizyn. Na agarze z doCat-
l<iem surorvicy końskiej po 48-72 godz. poja-
r,łziają się białe kolcrnie o nierównych brzegach.
}ial bulionie zawierającym wyciągi z marchłvi
i drożdży laseczka tworzy osad i zmętnienic.
lWcdług Bergey'a (4) na t).,rn podłożu uzyskuje
się również wzrost w postaci płyłvających po
powierzchni błon, które po wstrząśnięciu daią
jcdnolite zmętnienie. Na podłozu z kartofla
brak wzrostu. W badaniach laborat,oryjnych
należ,y uwzględnić moż]iw,ość dysocjacji formy
R Bac. laruae na formę S. Według Trilenki
(26) dysociacja zachodzi pod wpływem swois-
tego dla Boc. lq,ruae bakteriofaga. Postać S
tworzy kolonie mniejsze, -wypukłe, gładkie, po-
łyskujące o równym brzegu. W preparatach
sporządzonych z tych ko]onii stwierdza się
]<rótkic, grube 1aseczki, układa jące się poje-
dyftczo lub palisadowato.

własności biochemiczne
Bac. luruae wytwarza siarkowodór i nie-

znaczne ilości amoniaku, redukuje azotany do
azotynórv (16) oraz ścina i peptonizuje mleko.
Wszystkie szczepy posiadają zdolność wolnego
rozrzedzania żelatyny. Reakcja Voges-Pro-
skauera wypada dodatni, 0,10lo toztwór błękitu
metylencrwego ulega redukcji do leukozwiąz-
ku.

Niektóre szczepy hydrolizują kazeinę. Re-
akcja z czerwienią metylenową w większości
przypadków wypada dodatnio. Laseczka ta nie
wytwarza indolu, ureiazy i hemolizyn nie
rośnie na podłożach z dodatkiem soli kwasów
żółciaw-ych (taurochola,n, dezoksycholan sodu)
j, zieleni brylarrtowej. Poglądy odnośnie zdol-
ności fermentowania cukrów i rozkładu alko-
holi wielowodorotlenowych nie są jeszczc
ujednolicone. Podawane przez różnych auto-
rów schematy przedstawia tabela 1.

Właściwości biochemiczne mogą równteż za-
leżeć od postaci wzrostowej. Według Połtiewa
(20) postać S rozkłada rnaltozę, mannit i gli-

Badania serologiczne
Badania biochemiczne ze względu na brak

iednolitości poglądów co do własn,oś,ci fermen-
tacy.jnych i cech biochemicztnych BOc. laruae
nie romviązują problemów identyfikacji za-
razka. Opisane w pracy Glińskiego (6) róznice
v", budowie antygen,owei pomiędzy Bac, lar-
tlae, Bac, thuringiensis i Bac. alueź pozwalaią
uzupełnić badania morfologiczne, hodowlane
i biochemiczne odczynami serologicznymi.
Swoiste frakcje zawarte są głó,uznie w kompo-

jf8

Tab. 1. Zcic]ność f ermentori ania cukrórv i rozlłladu
allroholi ."r,ic]olv:-rrtościorv:ych przez Ba.c, laruae

Autor

Bergey's Manual
of Deterrninaiiv<:
Bacteriology (4)

Steinhaus (23)

Połtiew (20)

Azuma (1)

"r5r.2ę1,5Pą 
(30)

l : lcrmcntacja Z WJ,LW()fzctriem kwasrt
] : niclśtórc szcz,apy ferfi,Cntlrją Z wyiworzeniem liwaSLl
- 

, l]ralr lcrfrlenlacji

nentach wielocukrołvych (6). selo-
Iogicżne szczepv, można apl*z ynach
precypitacji probówkowej, sz i pre-

tych w bakteriologii zasad.

Typowanie f agami
IM typowaniu wielu drobrroustrojów dużą

rolę odgryy/ają fagi, W 1948 r. ,wyo,sobniono
Iiczne szczepy bakteriofagów swoiste dla Boc.
laruae (7, B, 13, 19). Smirnow (21) zaleca sto-
sowanie fagodiagnostyki prz_rz pomocy fagów
swoistych dla Bac. ląruqe i Bac. aluei.

Próby biologiczne
Próby bioiogiczne na zułierzętach laborato-

ryjnych nie mają zastosolvania, ponieważ Bac,
l,aruqe nie jest dla nich zjadliwy. Próba na
pszczołach polcga na zakażaniu czerwiu w
mikroulikach zarvierających po dwie ramki
(1ir ramki standardorł,ej). Jedna ramka zawie-
ra miód i pierzgę, ciruga czerw odkryty 1-3
dniowy (około 100 komórek) ze zdrowe,i rodzi-
ny. Uiście mikroulika zatykamy siateczką mu-
ślinową. W mikrouliku osadza się taką ilość
robotnic, aż,eby uliczki pomiędzy ramkami by-
ły wvpełnione. W górną ściankę wstawia się
naczyńko z około 100 ml syropu cukrowego.
które zarviera w I rnl 2,5 min zarodników. Po
jednodniowym podkarmianiu sylopem z za-
rodnikami, przez dalsze 8-10 dni pszczoły są
podkarmiane czystym sylopem cukrowym.
Czerw bada się cztery razy dzie,nnie pTzet
okres 10 dni od momentu zakażenia. w czasie
pobierania do badań padłych łarlv, pszczoły

I-ln
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dorosłe podda je się narkozie eterowe j (około
1-1,5 g cteru do narkozy). Jako wyniki do-
datni próbv bioicgicznej przyjmuie się wystą-
pienie typowvch dla zgnilca złośliwego ztniao
anatomo-patoIogicznych, stwierdzenie obec-
ności zarodników w preprgląlr.h mazanych
z obumarlych ]arw pszczelich oraz uzyskanie
z nich czystci hodowli Bac. laruae, Przepro-
wadzenie próby biologicznei na pszczołach jest
jednak ł<łopotllwe i prlacochłonne i dlatego
też nie iest ona stos,owana w rutynorvej dia-
gno,styce.
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Porownanie odczynu immunofluorescencji i metody posiewów
przy wykrywaniu pałeczek duru mysiego

oŚroclek Naukowo-Badawczy Słtrżby ]Meterynaryjnej

Wykry,,,ranie pałeczek rzekomodurolvych za
Pomocą odcz1,1tu. irnmunofluorescencji (if) było
przedmiotem wieiu_ ł;adań (2-g, i1-13). tro-
czątkc,i1,9 rl,, ]atach 1957_62 rv zasadzie WSZyS_
cy autorzy przyjrrlowali że odczyn if może z
pov,uodzeniem zastąpić dotychczasowe klasycz-
ne metody posicrł,ó-uv plz;{ w\zkryr.vaniu pa-
łeczek rzekomcdu13.l4lych. N]owsze prace z tej
dziedzinv a szczególnie praca Michaiłowa i
Persa (B) r,r,,skazują na mniejsze możliwości
użvcia w tynr celu o,dcz\rnu if, ze względu na
powiązania antygenorve w obrębie rodziny
Enterobacterżg.ceae.

\Ą/ dotychczasowych pracach autorzy nie
p,orównali czułości cdczynu if i obecnie stoso-
wanei metod-y posiervów przy wykryi,raniu
pałeczek rze]iomodurowych, zmieszanych z
bakteriami saprofitycznymi. lWiększcść bradań
nad oceną odczynu if prowadzono na jedno-
rodnvch hodorvlach pałeczck rzekomoduro-
wych. Tymczasern w praktyce lab,oratoryjnej
spotyl<ia się bardzo często hodor,vle mieszane,
w których obok pałeczek rzekomodurowych
wyrastają inne bakterie często zupełnie sapTo-
Iityczne. Wzr,ost tych ostatnich może bvć tak
znaczny, że na p,ozywkach stałych zupełnie
nie stwierdza się kolonii pałeczek rzekomo-
durowych, mjmo że w badanym materiale
mogły one występować. Przypadki takie zda-
rzają się szczególnie często przy badaniu ma-
teriału nieświeżego, w którym namnaza sic2
postronna f]ora bakteryina i ,,zagłLlsza" wzrost
bakterii choro botwó r cz,y clt.

w ztł,iązku z tyrn w badaniach własnych

postancrwiono porównać odczyn if i mctodę
posiewów pTzy wyk,rywaniu pałeczek duru
rnysiego, które mieszano w odpowicdnich
ilościach z hodowlami bakterii saprofitycz-
nych namnożonych z próbek mięsa.

Materiał i metody
Do badań użyto:1. Surowicę diagnostyczni1 ptl-

liwalentną ,,HM" ,i grL.lpową ,,OB" dla pałccze.ll
rzekornoduł:owych produkcji Krakowskicj Wytwórni
Surowic i Szczep,io,nek.

2. Antyglcbulinę króIiczą oz,nakowaną (Fluo,rcscein-
conjugated an,,i-rabbit globuIin goat GARy-IrITC])
produkcji Instytutu Surowic i Szczepionek w Pradze
Czeskiej ,,Sevac".

3. Hodow]e 2|-godzinne bakterii z próbck miqsa
namnożone na pożywce z zielenią brylantowi1 po-
chodzące z Laboratorium Weterynaryjne j Insl-le kcji
Sanitarnej (WIS) w Puławach.

4. Nieoznaczo,ny szczep pałeczek duru mysicgo rł,y-
izolowany z próbki mięsa wieprzowego.

Hodowle 24-godzinne z próbek mięsa uznan(| l)rzL:z
Laborator.ium WIS jako nliechorobotwórcze zal<ażar,rl
nieozna,czonym szcze,pem pałeczek duru mys,iego. 'W

zależności od doświadczenia na 1 ml hodowli dIt-
wano określoną liczbę pałeczek od 104 do 10? w for,-
mie zawies,iny w płynie fizjologicznym. zawiesinr;
tę przygototvywalno ze spłuczyn 24-godz,innej hodowli
agarowe j i ustalano gęstość według skali Mc Firr-
]anda. W próbkach hodowli zakażo,nych wykrywano
pałeczki duru mysiego za p,omocą odczy,nu iI ora,z
metody po,siewów. JedLnocześnie dla kontroli mctod
przepr,owadzono ta,kie same badania pewnej liczby
hodowli niezakażo,nych pałeczkami,

Odczyn if nastawiano następująco: robioi,t,o rclz-
m,.7zy ,na szkiełkach podstawowych, utrwalirncl niLd
plłomicniem, zalewano surowicą diagnosty,czną,,TIJVI"
1ttb ,,OB" rozcieńczoną I:4, przctrzymywl\no l)f7,t|,t
ijO min. w komorze w,ilgotlncj, po czym płukano wclrlą
i zalewano ozlnakowaną antyglobuli,ną |<tóliczą tt:ż
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