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sie ze test skérny P-K na $winkach morskich
jako stosunkowo latwy i szybki w wykona-
niu nadaje sie do stosowania przy klasyfiko-
waniu form klinicznych kolibakteriozy prosiat.
Daje on odpowiedZ czy dany przypadek prze-
biegal w mechanizmie szoku anafilaktycznego
(alergicznego) z udzialem niekompletnych prze-
ciwcial.

Na podstawie wynikow tego odezynu moze-
my réwniez wywnioskowa¢ jaki serotyp E. coli
dominowal w danym przypadku Kklinicznym.
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Diagnostyka bakteriologiczna zgnilca ztosliwego pszczof
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Zgnilec zlogliwy (amerykanski) pszczol na-
lezy do najczesciej spotykanych w Polsce cho-
rob zakaznych czerwiu. Chorobe wywoluje
Bacillus larvae White. W warunkach natural-
nych zarazek jest chorobotwoérezy dla czerwiu
(gtownie 5—6 dniowego), u ktoérego obserwu-
je sie typowe zmiany chorobowe. Wlasciwosci
morfologiczne, biochemiczne i hodowlane Bac.
larvae nie sg na tyle typowe aby mozna bylo
na tej podstawie odrézni¢ ten zarazek od in-
nych laseczek stwierdzonych niejednokrotnie
w przypadkach chorobowych u larw pszcze-
lich. Dotyczy to gtownie Bac. alvei i Bac. plu-
ton (drobnoustrojow izolowanych z przypad-
kow kislicy) oraz laseczek saprofitycznych.

W zwalczaniu zgnilca ztos$liwego pszczdl za-
sadnicze znaczenie ma prawidlowe rozpozna-
nie choroby. Opiera sie ono na badaniach kom-
pleksowych z uwzglednieniem wywiadu epi-
zootycznego, badania pasieki 1 badania labo-
ratoryjnego. Szczegblnie wazne znaczenie w
kompleksie badan posiada to ostatnie, gdyz
inne skladowe rozpoznania dostarczajg raczej
danych subiektywnych, nasuwajgcych jedynie
podejrzenie choroby.

Rozpoznanie laboratoryjne opiera sie glow-
nie na badaniu mikroskopowym ze szczegol-
nym zwréoceniem uwagi na wystepowanie form
wegetatywnych i zarodnikéw. Jednakze w pre-
paratach mikroskopowych nie jest tatwe od-
roznienie endospor Bac. larvae od endospor in-
nych laseczek chorobotworczych dla pszczé?
lub saprofitycznych. Z tego wzgledu dla osta-
tecznego rozpoznania konieczne jest wyosob-
nienie czystej kultury Bac. larvae i identyfi-
kacji szczepu na podstawie wlasciwosei bio-
chemicznych 1 serologicznych. Wyosobnienie
w czystej hodowli tego zarazka jest réwniez
pozadane dla oznaczenia jego lekoopornosci,
co pozwala na stosowanie leczenia sterowane-
go.

W zwigzku z brakiem w polskim pismien-
nictwie opracowan na ten temat, wydawalo sie
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celowe przedstawienie aktualnych metod roz-
poznania laboratoryjnego zgnilca =zlosliwego
pszczol.

Material do posiewow

Do badan laboratoryjaych przesyla sie, z podej-
rzanych o chorobe pni prébki plastréw (o wymia-
rach 10X10 cm) wykazujgce typowe zmiany ana-
tomo-patologiczne. Z ocbumartych komorek czerwiu
wykonuje sie pregaraty mikroskopowe, barwione
alkoholowo-wodnym roztworem fuksyny, 2% roz-
tworem icletu krystalicznego lub 3% roztworem sa-
franiny, celem wykazania obecnosci zarodnikéw.
Dalszemu badaniu poddaje sie jedynie materiat w
ktorym stwierdzono zearodniki., Zawartod¢ 10 do 15
komoérek ekstrahuje sie jalowym roztworem 0,85%
NaCl przez 2 godziny. Mozna réwniez rozetrze¢ ma-
terial patologiczny w jalowych mozdzierzykach z
0,85% NaCl lub przez wytrzasanie w buteleczkach
z peretkami szklanymi. Uzyskany wyciag rozlewa
sie do dwdch probowek, przy czym jedna ogrzewa sie
na lazni wodnej o temp. 75°C przez 30 min. celem
zabicia form wegetatywnych. Wedlug Azuma (1) en-
dospory Bac. larvae sa oporne ma dzialanie tej tem-
peratury. Nastepnie, tak przygotowang zawiesing,
wysiewa sie na odpowiednie podioze celem uzyska-
nia pojedynczych kolonii.

Dla ustalenia Zrédia zakazenia nalezy dodatkowo
przebadaé weze miéd i wosk. Badania te przepro-
wadza sie w oparciu o metode podang przez Kirko-
ra (12). 2 g wosku lub wezy rozpuszcza sie@ w mie-
szaninie zlozonej z 8 g terpentyny 4 2 ml wody o
o temp 75—80°C. Po rozpuszczeniu zawiesine wiruje
sie przy 5000 obr./min. przez 15 min. Badanie miodu
polega mna odparowaniu na lazni wodnej o temp.
75—80°C okolo 40 ml miodu. Uzyskane osady sluzg
do sporzagdzania preparatéw i do posiewbw. Kostecki
i wsp. (informacja ustna) opisali nowe metody ba-
dania wosku przeznaczonego «do produkcji wezy.

Podloza hodowlane

Bac. larvae z powodu swolstych wymagan odzyw-
czych nie ros$nie na zwyklych podiozach hodowla-
nych. Wzrost 1 zarodnikowanie zachodzi najlepiej
w warunkach tlenowych, Zarodniki kietkujg lepiej
w rzakresie mniskich potencjaléw oksydo-redukcey)-
nych. Najwazniejszym  czynnikiem stymulujacym
wzrost laseczki zgnilca zloéliwego pszcz6l  Jest
tiamina (15) i dlatego jest ona dodawana albo w po-
staci czystej, albo jako czynnik zawarty w innych
skiadnikach podioza. Zrodiem tiaminy w podlozu
Whita (28, 29) jest z6itko jaja kurzego, w podiozu
Holsta (9, 10, 11) wycigg z marchwi, a w innych
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podiozach pyltki roslin (22) i tkanki larw pszcze-
lich (22) lub zarodki kurze (25). Pokrycie powierzchni
podloza w <czasie hodowli woda kondensacyjna po-
zwala na obnizenie potencjatu woksydo-redukcyjnego,
co sprzyja kietkowaniu zarodnikéw Bac. larvae.

Do kietkowania zarodnikéw i namnazania form
wegetatywnych nadaja sie najlepiej podloza Bailey’a
i Lee (3), Bailey’a i Gibbsa (2) oraz Forstera i wsp.
(5) i Michaelsa (cyt. za 1).

Wszystkie podane wyzej podloia nie zawierajg
w swoim skladzie glikozy, ktéra powoduje przediu-
zenie logarytmicznej fazy wzrostu (5), skraca prze-
zywalno§é Bac. larvae i hamuje wytwarzanie zarod-
nikéw (11). Dodatek glikozy ponad 3% hamuje cal-
kowicie wzrost Bac. larvae. Podloza agarowe state
sa bardziej dogodne i dlatego podioza poélptynne
sg coraz rzadziej stosowane. Bailey (3) sadzi, ze wy-
niki badan hodowlanych wuzyskane przez réznych
badaczy ma réinych podiozach sg uzaleznione bar-
dziej od wysokosal potencjalu oksydo-redukcyjnego
podiozy niz od ich sktadu jonowego i wartoscl
odzywczych.

Do zarodnikowania Bac. larvae nadajg sie najle-
piej podloza opracowane przez Holsta i Sturtewanta
w modyfikacji Azumy (1) i podloza jajowe (28, 29).
Dobry wazrost form wegetatywnych uzyskuje si¢
réowniez na agarze z dodatkiem 5% krwi baraniej i 1%
glikozy.

W badaniach biochemicznych stosuje sie podioza
cukrowe o sktadzie: wycigg drozdzowy 10 g, neopep-
ton 10 g, tiamina 0,0001 g, woda destylowana 1000 ml,
roztwor wskaznika (blekit bromofenoclowy 0,2%) 24
ml. Do tak sporzgdzonego i wyjalowionego podioza
dodaje sie jatowo 10% roztwér odpowiedniego cukru
do koncowego stezenia 1%. Tworzenie siarkowodoru
bada sie na podtozu o sktadzie: wyciagg drozdzowy
10 g, polipepton 20 g, wyciag z marchwi 200 ml, wo-
da destylowana 800 ml, pH 6,8. Jako wskaznik stuzy
paseczek bibuly masyconej octanem olowiu.

Bac. larvae jest fakultatywnym tlenowcem rosng-
cym w zakresie temperatur od 35°C do 38°C (temp.
optymalna 37°C), w granicach pH 6,0—7,2 (pH opty-
malne 6,8). Zarodniki mogg kietkowaé, a laseczka

moze si¢ namnaza¢ w warunkach S§cisle beztleno-
wych. Badania Sturtevanta wykazaly istnienie S$ci-
stej zalezno§di pomiedzy iloscig zarodnikéw -w ino-
culum, a mozliwoscig uzyskania wzrostu na podlo-
zach sztuocznych. Wazrost uzyskiwano jedynie wtedy,
gdy inoculum =zawieralo ponad 10 tys. zarodnikow.
W wiekszo$ci przypadkéw do otrzymania hodowli
potrzeba jednak inoculum z kilkoma milionami za-
rodnikéw. Jedynie przy wysiewach na podloza z
tkankami embrionalnymi, podtoza Tarra i jego mo-
dyfikacje (25), wystarcza inoculum od 100 do 1000 za-
rodnikow (schemat 1).

Morfologia

Wedlug aktualnie obowigzujgcej systematy-
ki bakteryjnej =zarazek zgnilca zlosliwego
pszczél zaliczany jest do gromady Schizomy-
cetes, rzedu Eubacteriales, rodziny Bacillaceae
i rodzaju Bacillus (4). Jest to laseczka dilugosci
2—> u, szerokosci 0,3—0,8 p, wystepujgca po-
jedynczo lub w postaci krétkich tancuszkéw.
Na podlozach ptynnych wykazuje ona ten-
dencje do tworzenia nitek. Mlode hodowle
sq Gram-dodatnie, starsze — Gram chwiejne.
Drobnoustroj jest obdarzony ruchem (30—35
rzesek ulozonych peritrichalnie). Wytwarza on
cienko-Scienne, elipsoidalne endospory o wy-
miarach 0,6—0,7 v szerokosci, 1,2—1,8 u dlu-
gosci (20), ktore ukladajg sie w komorce sub-
terminalnie lub centralnie (wtedy sporangia
przyjmuja ksztalt wrzecionowaty).

Wtasciwosci hodowlane

Na podlozach statych po 24—48 godz. inku-
bowaniu w temp. 37°C uzyskuje sie bezbar-
wne, przezroczyste lub szaro-biate, potyskuja-
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ce kolonie o roznym, rzadziej postrzepionym,
brzegu 1 pomarszczonej powierzchni. Na po-
dlozu agarowym =z dodatkiem drozdzy wyra-
stajg po 24 godz. szaro-biale, matowe, suche
kolonie © postrzepionych brzegach, mocno
wrastajace w podloze. Na agarze krwistym
laseczka ro$nie w postaci sluzowatych kolonii
i nie wytwarza hemolizyn. Na agarze z dodat-
kiem surowicy konskiej po 48—72 godz. poja-
wiaja sie biate kolchie o nieréwnych brzegach.
Na bulionie zawierajgcym wyciagi z marchwi
i drozdzy laseczka tworzy osad i zmetnienie.
Wedtug Bergey’a (4) na tym pedlozu uzyskuje
sie réwniez wzrost w postaci plywajgcych po
powierzchni blon, ktére po wstrzasnieciu daja
jednolite zmetnienie. Na podlozu z kartofla
brak wzrostu. W badaniach laboratoryjnych
nalezy uwzgledni¢ mozliwosé dysocjacji formy
R Bac. larvae na forme S. Wedlug Trilenki
(26) dysocjacja zachodzi pod wplywem swois-
tego dla Bac. larvae bakteriofaga. Postaé S
tworzy kolonie mniejsze, wypukte, gtadkie, po-
tyskujace o rownym brzegu. W preparatach
sporzadzonych z tych kolonii stwierdza sie
krotkie, grube laseczki, ukladajgce sie poje-
dynczo lub palisadowato.

Wltasnosci biochemiczne

Bac. larvae wytwarza siarkowodér i nie-
znaczne ilosci amoniaku, redukuje azotany do
azotynow (16) oraz $cina i peptonizuje mleko.
Wszystkie szezepy posiadajg zdolnosé wolnego
rozrzedzania zelatyny. Reakcja Voges-Pro-
skauera wypada dodatni, 0,1% roztwodr blekitu
metylenowego ulega redukcji do leukozwigz-
ku.

Niektore szczepy hydrolizujg kazeine. Re-
akcja z czerwienig metylenowg w wiekszosci
przypadkéw wypada dodatnio. Laseczka ta nie
wytwarza indolu, ureazy 1 hemolizyn nie
roénie na podiozach z dodatkiem soli kwaséw
zotciowych (taurocholan, dezoksycholan sodu)
i zieleni brylantowej. Poglady odnos$nie zdol-
noéci fermentowania cukréw i rozkladu alko-
holi wielowodorotlengwych nie sg jeszcze
ujednolicone. Podawane przez rdznych auto-
row schematy przedstawia tabela 1.

Wtasciwosei biochemiczne mogg réwniez za-
leze¢ od postaci wzrostowej. Wedlug Poltiewa
(20) posta¢ S rozklada maltoze, mannit i gli-
koze.

Badania serologiczne

Badania biochemiczne ze wzgledu na brak
jednolito$ci pogladéw co do wlasnosci fermen-
tacyjnych i cech biochemicznych Bac. larvae
nie rozwigzujg problemow identyfikacji za-
razka. Opisane w pracy Gliaskiego (8) roznice
w budowie antygenowej pomiedzy Bac. lar-
vae, Bac. thuringiensis i Bac. alvei pozwalaja
uzupeitni¢ badania morfologiczne, hodowlane
i biochemiczne odczynami serologicznymi.
Swoiste frakecje zawarte sg gléwnie w kompo-
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Tab. 1. Zdolnosé fermentowania cukrow i rozKladu
allkoholi wiclowartosciowych przez Bac. larvae
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nentach wielocukrowych (6). Typowanie sero-
logiczne szczepu mozna oprze¢ na odcezynach
precypitacji proboéwkowej, szkielkowej i pre-
cypitacji dyluzyjnej w zelu agarowym Wwg
Ouchterlony’ego. Najbardziej przydatne sj
frakeje antygenowe zawarte w wyciggach wod-
nych. Bac. larvae oraz hapteny wielocukrowe
sporzadzone wg Lancefield (14). Surowice od-
pornosciowa uzyskuje sie na krélikach uodpar-
nianych wg metody Metzgera (18) spluczyna
z 36 godz. hodowli z podloza stalego, zabitg
przez dodatek 0,3% formaliny farmakopealnej.
Odezyny wykonuje sie wedlug ogolnie przyje-
tych w bakteriologii zasad.

Typowanie fagami

W typowaniu wielu drobnoustrojow duzg
role odgrywajg fagi. W 1948 r. wyosobniono
liczne szezepy bakteriofagdéw swoiste dla Bac.
larvae (7, 8, 13, 19). Smirnow (21) zaleca sto-
gsowanie fagodiagnostyki przy pomocy fagoéw
swoistych dla Bac. larvae i Bac. alvei.

Préby biologiczne

Proby biologiczne na zwierzetach laborato-
ryjnych nie majg zastosowania, poniewaz Bac.
larvae nie jest dla nich zjadliwy. Prdéba na
pszczotach polega na =zakazzniu czerwiu w
mikroulikach zawierajgcych po dwie ramki
(/2 ramki standardowej). Jedna ramka zawie-
ra miod i pierzge, druga czerw odkryty 1—3
dniowy (okolo 100 komorek) ze zdrowej rodzi-
ny. Ujscie mikroulika zatykamy siateczkg mu-
slinowg. W mikrouliku osadza sie takg ilos$é
rebotnic, azeby uliczki pomiedzy ramkami by-
ty wypelnione. W gérng Scianke wstawia sie
naczynko z okolo 100 ml syropu cukrowego,
ktére zawiera w 1 ml 2,5 min zarodnikow. Po
jednodniowym podkarmianiu syropem z za-
rodnikami, przez dalsze 8—10 dni pszczoly sa
podkarmiane czystym syropem cukrowym.
Czerw bada sie cztery razy dziennie przez
okres 10 dni od momentu zakazenia. W czasie
pobierania do badan padiych larw, pszczoly
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doroste poddaje sie narkozie eterowej (okolo
1—1,5 g eteru do narkozy). Jako wyniki do-
datni préby kiologicznej przyjmuje sie wysta-
pienie typowych dla zgnilca zlosliwego zmian
anztomo-patologicznych, stwierdzenie obec-
nosci zarodnikéw w preparatach mazanych
z obumarlych larw pszczelich oraz uzyskanie
z nich czystej hodowli Bac. larvae. Przepro-
wadzenie proby biologicznej na pszczolach jest
jednak Kklopotliwe i pracochtonne i dlatego
tez nie jest ona stosowana w rutynowej dia-
gnostyce.
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Poréwnanie odczynu immunofluorescencji i metody posiewdw
przy wykrywaniu pateczek duru mysiego

Ofredek Nauvkewo-Badawcezy Sluzby Weterynaryjnej

Wykrywanie paleczek rzekomodurowych za
pomocyg cdezynu immunofluorescencji (if) byto
przedmiotem wielu badan (2—9, 11—13). Po-
czatlkkewo w latach 1957—62 w zasadzie wszys-
cy autorzy przyjmowali Ze odczyn if moze z
powodzeniem zastapi¢ dotychczasowe klasycz-
ne metody posiewéw przy wykrywaniu pa-
teczek rzekomcdurowych. Nowsze prace z tej
dziedziny a szczegdlnie praca Michajlowa i
Persa (8) weskazuja na mnicjsze mozliwosci
uzycia w tym celu odczynu if, ze wzgledu na
powigzania antygenowe w obrebie rodziny
Enterobacteriaceae.

W  dotychczasowych pracach autorzy nie
porownali czulogei cdezynu if i obecnie stoso-
wanej metody posiewow przy wykrywaniu
pateczek rzekomodurowych, zmieszanych z
bakteriami saprofitycznymi. Wiekszoéé badan
nad oceng odczynu if prowadzono na jedno-
rocdnych hodowlach pateczek  rzekomoduro-
wych. Tymczasem w praktyce laboratoryjnej
spotyka sie bardzo czesto hodowle mieszane,
w ktérych obok pateczek rzekomodurowych
wyrastajg inne bakterie czesto zupelnie sapro-
fityczne. Wzrost tych ostatnich moze byé tak
znaczny, ze na pozywkach stalych zupelnie
nie stwierdza sie kolonii paleczek rzekomo-
durowych, mimo ze w badanym materiale
mogly one wystepowac. Przypadki takie zda-
rzaja sie szczegdlnie czgsto przy badaniu ma-
teriatu nieSwiezego, w Lktérym namnaza sie
postronna flora bakteryjna i ,,zaglusza” wzrost
bakterii chorobotworczych.

W zwigzku z tym w badaniach wlasnych

postanowiono porownaé odezyn if 1 metodg

posiewow przy wykrywaniu pateczek duru
mysiego, ktore mieszano w odpowicdnich
ilosciach z hodowlami bakterii saprofitycz-

nych namnozonych z probek migsa.

Material i metody
Do badan uzyto: 1. Surowic¢ diagnostyczng po-
liwalentng ,,HM” i grupowyg ,OB” dla pateczek

rzekomodurowych produkcji Krakowskicj Wylworni
Surowic i Szczepionek.

2. Antyglobuline krolicza oznakowansa (Fluorcscein-
conjugated anti-rabbit globulin goat GARy-T'ITC)
produkcji Instytutu Surowic i Szczepionek w Pradze
Czeskiej ,,Sevac”.

3. Hodowle 24-godzinne bakterii z probek miesa
namnozone na pozywce z zielenig brylantows po-
chodzace z Laboratorium Weterynaryjnej Inspekeji
Sanitarnej (WIS) w Putawach.

4. Nieoznaczony szczep pateczek duru mysicgo wy-
izolowany z probki miesa wieprzowego.

Hodowle 24-godzinne z prébek miesa uznanc przez
Laboratorium WIS jako niechorobotwércze zakazano
nieoznaczonym szczepem palteczek duru mysiego. W
zaleznosci od do$wiadczenia na 1 ml hodowli da-
wano okreslong liczbe pateczek od 10* do 107 w for-
mie zawiesiny w ptynie fizjologicznym. Zawiesine
te przygotowywano ze spluczyn 24-godzinnej hodowli
agarowej i ustalano gesto$é wediug skali Mce Far-
landa. W probkach hodowli zakazonych wykrywano
pateczki duru mysiego za pomocg odczynu if oraz
metody posiewdw. Jednocze§nie dla kontroli metod
przeprowadzono takie same badania pewnej liczby
hodowli niezakazonych pateczkami.

Odczyn if nastawiano nastepujaco: robiono Toz-
mazy na szkielkach podstawowych, utrwalano nad
ptomieniem, zalewano surowica diagnostyczng ,,IIM”
lub ,,OB” rozciericzonyg 1:4, przelrzymywano przez
30 min. w komorze wilgotnej, po czym plukano wodg
i zalewano ozmakowang antyglobuling kroliczy tez
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