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Podstawową metodą identyfikacji gatunko-
wej CZostrżdżum jest analiza toksyn przy po-
mocy seroneutralizacji, Jednak metoda ta po-
siada ograniczoną przydatność, gdyż nie może
być stosowana w stosunku do szczepów, które
nie produkują lub zatraciły zdolność wytwa-
rzania toksyn. Również labilne i niestałe wła-
ściwości morfologiczne, hodowlane i bioche-
miczne nie mogą stanowić same ptzez się do-
statecznie pewnych podstaw w identyfitkacji
Clostńdium, W związkl z tym zagadnienie
użyteczności metod serologicznych jest ciągle
aktualne. Rozpatrywane są przy tym takie
metody, jak precypitacja w stosunku do anty-
genów pozakomórkowych (5, 11, 13, 23, 25,
32, 36, 40) i antygenów zarodnikowych (23,
31, 35), odczyn aglutynacji (9, 16, 20, 2l, 29),
hemaglutynacji (7, 8, 19) i immunofluorescen-
cji (1, 2.,3,4,6,74,27,28, 39). Metoda iden-
tyfikacji różnych gatunków Clostridżum, przy
pomocy precypitacji dyfuzyjnej w żelu aga-
rowym zdaje się posiadać specjalne zalety, nie
została jednak doprowadzona do stopnia umo-
żIiwiającego zastosowanie w praktyce. Odczvn
rnożna przeprowadzić w stosunku do antyge-
nów poza komórkowvch (głównie tzw. ,,egzo-
toksyn") lub komórkowych. Odczyn z antyge-
nami poza komórkowymi był zapoczątkowany
przez Bjotklunda i Berengo (5) oraz Ellnera
i Greena (11). Ci ostatni opracowali nawet ca-
ły schemat identyfikacji gatunkowej Closźri-
dium tą metodą (12). Schemat ten jest jednak
bardzo skomplikowany, pracochłonny, a co
najgorsze wg samych autorów mało pewny.
W kraju rnetodą tę z użyciem surowic anty-
toksycznych produkcji ,,Biomed" próbowali
stosować w odniesieniu zresztą tylko do 3 ga-
tunków Zahaczewski i Komorowski (a0). Wy-
niki ocenili jako pozytywne.

Odczyn precypitacji dyfuzyjnej z antygena-
mi komórkowymi wg dostępnego piśmiennic-
twa nie był dotychczas stosowany. Jedna <,

biorąc pod uwagę wyniki badań aglutynacyj-
cyjnych z użyciem form wegetatywnych (15,
16, I7, 26, 30) lub zarodnikowych (20, 23, 29,
30, 38) rokuje on uzyskanie bardziej pomyśl-
nych wyników, niż badanie antygenów poza
komórkowch. Meisel i wsp. (20, 2I, 22, 2,3, 24)
w swych wnikliwych badaniach wykonanych
metodą aglutynacji przy pomocy surowic anty
zarodnikowych i odnośnych antygenów wyka-
zali wysoką specyficzność i powtarzalność
uzyskanych wyników, Ujemną stroną metod
operujących antygenami zarodnikowymi była
konieczność trzyskania obfitego zarodnikowa-
nia, a potem pracochłonnego uwalniania za-
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rodnilków z komórek wegetatywnych, co w ba-
daniach rutynowych stwarza szereg dodatko-
wych trudności.

Metody aglutynacji z użyciem form wege-
tatywnych typu ,,HO" Iub ,,O", formolizowa-
nych i ogrzewanych są technicznie biorąc du-
żo łatwiejsze. Były orre z powodzeniem stoso-
wane w praktyce laboratoryjnej np, przy od-
róznianiu nietoksycznych szczepów Cl. botu-
lżnum od szczepów Cl. sporogerls (1?) Iub Cl.
bżJei,mentans od Cl. sordelli (26) względnie
przy odróżnianiu gatunków rodzaju Bacżllus
(30). Lepsze wyniki dawało ptzy tym użycie
antygenów ogrzewanych. Wg Meisla (1B) przy
identyfikacji np. Cl. perfringens antygeny
białkowe w ogóIe mają b. ograniczoną przy-
datność. W związku z powyższvm we włas-
nych badaniach prowadzonych metodą precy-
pitacji dyfuzyjnej w żelu agarowym, posta-
nowiorro wykorzystać surowice przeciw anty-
genom komórkowym ogrzewanym, Próby z
użyciem surowic antytoksycznych (pko anty-
genom poza komórkowym) wprowadzono je-
dynie w celach porównawczych,

Materiał i metody
Surowice - a) Surowice ąntybakteryjne pko

alnltygeno,rn ciiepłostałym,,O" wzorcowych szczepów
CI. botulżnum A, B, C, D ,i F ora'z Cl. septźcum, Cl,
tetanż, CL. oed,ematżens A i D, Cl. sord,ellź, Cl. fe-
serż, Cl. bźfermentans i Cl. sporogenes - przygo,to-
wan,o we własnym zakresie na królikach wg meto,dy
Batty i Walkera (1, 3); b) su,rowice artltytoksyczne -,pko CI. botulżnum A, B, E i F oraz Cl. perfri,ngens
A, Ct. oedematiens A, Cl. septźcum i CL histolati-
curn - otrzyman,o z WSSE. Surowicę pko Cl, botu-
l,żnum C uzyskano z,,Eiowet" - Michałówka.

Antygeny - Praygotowywano z mło,dych 18
godz. h,o,dołvli szc,zepów wyrosłych w podło,żu
Wrzo,ska. t(ornórki bakteryj,ne,odwirowywano, prze-
lmywano wo,dą ,destyl,owanrą i zawieszano w wodzie
,destylowanej łv 1/15 objęto,ści wyjściowej, po czym
rozbijano przez 50-kr,o,tne naprzernien,ne zamrożenie
w alk,oh,o u etylowyLm z suchym CO2 i odmrożenie
w łaźni wodnej o terrlp. 30oC. Uzyskalne antygeny
pochodziły z 73 szczep1w: Cl. sporogeney (6 szcze,
,pórv), Cl. oedematiens A, B, C, D (10), Cl. septicum
(5), Cl. sordelli, (3), Cl. hi.stolyticurn (5), CL feseri
(2), CI. perfrżngens A. C, D, (3), Cr. botulźnum - 27
szczepów w tym A (7), B (9), C (2), D (1), E (5) i F
(3). Wszystkie §zczepy otrzymane z PZH w Warsza-
wie lub z Nati,ornal Collection of Type Cultures w
Anolii

Że! aga|rowy - P,o,sługiwano się met,odą dyfuzji
podwójnej wg Ou,chterlolny (33). Do sporządzania
żelu używano I,2oń agat Difco-Bacto, Iozpusz-
czony w roztworze fizjologicznym NaCl o pH:7,2
z dodartlkiern mełrti,o,latu 1:8 00. Odsttęp międlzy ba-
senami z surowicą ,i antygenem wynosił ok, ? mm,
Odczyn przeprowadzono w temp. 20o C w ciągu
5-7 dni,
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Wyniki i omówienie
Wyniki badań przeprowadzonych z surowi-

cami antytoksycznyrni uzys]kanymi z krajo-
,wych wytwórnil sur,owic ,,Biomed" i ,,Biowet"
w stosun <u do antyge,nów pełnych, nieogrzewa-
nych, roz,bitych d,nogą mrożgni,a podaje tab. 1.

Wyrrika z niej, że użyte surowice Iecznicze
,(,,Biomed" i ,,Biowet") w wanu,nkach doświad-
czenla nie nadają się do identyfikacji ,gatunko-
we j szczep ów Clostrżdżum met,odą precypitac ji
w żelu agarowyrn. Jedyny wyjątek s,tanowi su-
rowilca pko Cl. perJringens A reagująca Eoza
szczepami homotrogicz,nymi jedynie z jedrrym z
dwóch ,bada,nycłr szczepów Cl. botulżnurrr. A. Dla
,o ceny ewentu a].ne j użyte czności dia gnos ty cznej
tej s,urowicy potrzebne jest jednak powtórzenie
badań w stosunku do większej ilości szcze-
pów CZ. perJrżngens i Cl. botulżnum A. Przy-
datność diagnostyczną pozostałych surowic
dyskwalifikują b. liczne odczyny międzyga-
tunkowe, niedostateczna iIość antygenu ga-
tunkowego u niektórych szczepów oraz zróż-
nicowanie antygenów w obrębie poszczegóI-
nych gatunków. Wyniki te są zgodne z rezul-
tatami badań Ellnera i Greena (11), ktotzy
stosując surowice antytoksyczne wykazywali
również b. liczne odczyny międzygatunkowe.
Linie precypitacyjne były b, liczne i trudne do
zanalizowana. Z doku,mentacji ich badań
wynika, że rozpoznanie gatunku Clostridium
jedynie w oparciu o ilośc i układ linii precy-
pitacyjnych w tym układzie jest często nie-
możIiwe. Ilość linii precypitacyjnych jest nie-
stała i zależy od szeregu czynników np. wieku
hodowli (34) oraz miana surowic (5). Zasto-
sowanie w schemacie zaproponowanym przez
Ellnera i Greena (12) surowic adsorbowanych
różnyrni antygenami podnosi wprawdzie spe-
cyficznośc odczynów, ale jednocześnie kompli-
kowało technicznie ich wykonanie i zmniej-
szało użyteczność.

Wyrriki przydatności diagnostycznej suro-
wic przeciwbakteryjnych uzyskanych drogą
immunizacji antygenami ogrzewanymi przed-
stawia tab. 2. Wynika z niej, że surowice pko
antygenom somatycznym ,,O" - ogrzewanym
dają znacznie mniejszą ilość reakcji między-
gatunkowych i stwarzają lepsze możIiwości
różnicowania gatunków. Wyniki osiągnięte
przedstawiają się w sposób następujący:

1. Surowice pko Cl. botulżnum. Grupa ta
okazała się serologicznie odrębna od surowic
pko innym gatunkom Clostridżum. Jedynie
surołvice anty Cl. botulżnum C i D dały jed-
nostrońną słabą reakcję z Cl. oedemutiens D.
Szczepy Cl. botulżnum typów C i D wykazy-
wały pokrewieństwa antygenowe jedynie po-
między sobą. Wynik ten potwierdza pow-
szechną opinię o podobieństwie antygenowym
tych 2 typów (39). Szczepy Cl. botulinum E
wystąpiły jako grupa zupełnie oddzielna, nie
wykazująca zadnych związków antygenowych
ani w obrębie gatunku ani rodzaju. Zgodne
to jest z wcześniejszymi obserwacjami Dol-
manna i Changa (10), Meisela i wsp. (2,5) oraz
Walkera i Batty (39), tktórzy na podstawie
aglutynacji zarodników, aglutynacji form we-
getatywnych, a częściowo i na podstawie pre-
cypitacji antygenu poza komórkowego wyka-
zali odrębność typu E. Odnośnie Cl. botulż-
nuln F, to poza antygenami homologicznymi
co do typu, w naszych doświadczeniach rea-
gował on tylko z niektórymi szczepami tegoż
gatunku typu B. Uzyskany wynik jest sprzecz-
,ny z rezultatami badań Walkera i Batty (39),
ktotzy stwierdziłi pokrewieństwa antyge,nowe
z Cl. botulinum A, Różni,ce ite rnogły być spo-
wod,owane uzyciem przez powyższych autorów
do produkcji surowicy pko Cl. botulinum, A
szczepu o bogatszej strukt,urze antygenowej.
Reasumując stwierdzorro, że dla zidentyfiko-
wania gatu,nku CI. botuli,num u wszystkich 27
przebadanych szczepr3w trzeba by użyć spośród

Tab. 1. Odczyn Ouchterlony surowic antytoksycznych pro,dulkrcji prlzerrnysłowej z ,antygenarni baklteryj-
nymi (otrzymanymi drogą wielokrotnego zamtażania płukanych laseczek).

Legenda:
licznik -- ilość szczepów dających odczyn dodatni
mianownik - ilośó szczepów zbadanych
nb - nie badano
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Tab.2. Odczyn Ouchterlony surowjc antybakteryj:nylch,,O"prro,dukrcjiwłasnej,zanty9e,nra[:n,i baktel'yjlnyrni
(otrzymanymi drogą wielokrctnego zamtażania płukanych laseczek).
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Le8enda:
licznik - itość szcżepów dających odczyn dodatni
mianownik - ilość szczepów Zbadanych
nb - nie badano

własnych surowic aż 5 różnych. a ,mianowicie
pko Cl. botulżnum A-nr 365, B-nr 7273, C-nr
8264, (Iub D-nr 8265), E-nt 341 i F-nr 10281.

2. Surowica pko Cl. tetanl wskazuje na dużą
jednorod,ność i odrębność tego gatunku (nie da-
je reakcji międzygatunkowych). Wprawdzie 1

szczep (Ct. tetani nr 690) nie reaguje z surowi-
cą przyjętą Za prototypową, ale Szczep ten bu-
dzi pewne wątpliwości co ,do swej przynależ-
ności gatunkowej, gdyż zachowuje się niewłaś-
ciwie również w stosunku ,do surowicy Cl,
septżcum. Wyniiki badań własnych zasadniczo
różnią się od rezul,tatów Mandii (16), który ba-
dając rnetodą agiutynacji antygeny ciepłosta-
łe Cl. tetanL srtwierdz,ił odczyny międzygatun-
ko,rve (w mianie 4 razy niższym) z Cl. sporoge-
nes, Cl. parabotul,żnum i z Cl. hżstolgticum. Po-
wyższe różnice wiążą się prawdopodobnie z
,uzyciem odmienny,ch meto,d diagnosty,cznych.

3. Surowica pko Cl. septicum- Użyte szcze,py
w ,odczynie precypitacji okazały się antygeno-
wo jednolite. Nie wykluczone jednak, że przy-
padkowo należały ort€ wyłącznie ,do jednej
grupy aglutynacyj,nej Maussa (29). Reakcji
krzyżowych z irrnymi gatunkami nie stwier-
dzono nawet w st,osunku do Cl. Jeserź.

4. Surowice p]ko Cl, oedemati,ens A iD,Szcze-
py Cl. oedematżens A wydają się być arrtyge-
nowo jednorodne (6i6). Surowice od,nośne da-
wały jednak d,odatnie ,odczyny również z sa-
charolityczną grurpą Ct, botulżnum (tj. z typa-
,mi C, D, E).

5. Surowice pko Cl. sordelli i pko Cl. bifer-
mentans. Stwierdzono, że surowi,ca anty Cl,
sordellż dawała odc,zyn, poza antygenami ho-
m,ologi,cznymi, ńylko z CL, bżJermentans i wy-
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jątkowo z Cl. oedema,tżens A (Il7). Natomiast
suro,łica pko Cl. biJermenta??s reagowała tylktl
z 2 na 5 szczepów tego gaturrku i dawała przy
ty,m cały szereg o,dczynów międzygatu,nkowych
(z Cl. tetani 116, Cl, sporogenes ż16, CL hżsto-
IEtźcum 3l5, i Cl, botu!.1num E 2lż). W przeba-
da,nym przypadku nie reagowała w ogd,e z Cl.
sordellż zgodnie z wcześniejszynri obserwacja-
mi Tardieux i Nissma,na (37).

6. Surowica pko Cl. Jeseri. Nie wykazuje re-
akcji :międzygatunkowyclr za wyjątkie,n CL
septżcum, z którym daje częste ,reakcje jedno-
stronne (516).

7. Surowica pko CL. spoToge,rles wykazuje
duże różntce antygenowe w obrębie gatunku.
Po,dobne rez,ultaty wykazał Mandia (15) ,posłu-
gując się aglut)łnacją. S,twierdzono pewne po-
winowactwo z Cl. botulinum A i B. }l,easu,mu-
jąc wyniki ,badań włas,nych można stwierdzić,
że odczy.n Ou,chterlony z użyctem surowic pko
,ogrzewanym antygenom ko,mórkowym pozwala
na zróżnicowanie szeregu gatunków Ciostrż-
dżum. Konieczne są jednak dalsze badania
nad do,borem szczepów o strukturze antygeno-
wej zapewniającej obejm,owanie wszystkich
szczepów holmologicznego gatunku. O,dczyn ten
z zastos,owaniem antygenów ,,FrO" i surowic
antytoksycznych ,,Biomed" i ,,Biowet" w wa-
ru,nkach doświadczenia nie nadaje ,się do ce-
lów diagnostycznych.
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ycnexoM IIpŁMeHeHbI 4.na rł4errrrł$wKaĄuIĄ nz4on 6ar-
replrń po4a C]ostridium. Oco6errHo BbIroAHBIM oKa-
3aJlcff 3ToM MeToA rrpr{ pacno3HaBaHuv 1al<repuf,t us
rpyEIIF,I Cl. botulinum. flosgangł oH oTJIr{lII4Tb 27 vtc-
cJIeAoBaHHbIx IIITaMMoB Cl. botulinum A, B, C, D, E vl
F or 4pyrlrx BlAoB Clostridium I{ B 3HaT{IĄTefibHoż
cTe[eHr{ Ha rł4erłrlrSrlKalllllo TI4noB. Bołsrrryro srł4o-
Boro oAHopoAHocTb z ceoeodpasr{e npoffBrlJllĄ Bl',lAbI
Cl. tetani r Cl. septicum. {acrrł.łHo ycneIIIHbIe pe-
3yJIbTaTLI noJlyljullu TaK)Ke c cBIBoporKaMr{ nporl4B
Cl. oedematiens, Cl. sordelli, Cl. bifermentants lr Cl.
feseri.

Cygan Z., Jastrzębski T. - Serological identification
of Clostridia. I. The usefulness of agar gel precipita-
tion. ;

Seventy three strains of Clostridium genus were
examined by means of agar gel precipitation techni-
que acc. to ouchterlony, The test was carried out
with antitoxic commercial serums and with antibac-
terial serums produced in rabbits hyperimmunized
with the suspension of the heated bacterial cells,
derived from the individuaI prototypic strains. It
was found that the antitoxic commercial sera con-
nlot be appłied to the serologi]cal ideŃifica,tiolrt of
Clostridium species, because of many related com-
ponents within Clostridium sp. Instead, the anti-
bacterial sera against thermostable antigens might
be used for the species identification of many spe-
cies of Clostridia, This technique appeared to bc
especially very useful for identification of many spe-
cies of Clostridium botulinum group. On the basis
of the above method it was possible to differentiate
27 investigated strains of Clostridium botulinum A,
B, C, D, E and F from other Clostridia, and even
to classify them acc. to the types. Cl. tetani and Cl,
septicum sp. revealed the strong similiarity arrd di_
stinct features. The positive results were'also obtain-
ed to some extent with the sera against Cl. oedema-
tiens, Cl. sordelli, CI. bifermentans and Cl. feseri,
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Cepoloruq€cKafl ,rAeH-
ur$lrxaqna daxreprft poAa Clostridium. L 9óóex-
TI{BHocTb peaKql{[ rreJlEnpequilI^TŁWl|Ą.

I{cc.rre4oeanm MeToAoM x<eJlBnpe]łilnuTa\9rw no Oyx-
TepJIoHy 73 urraulra 6axteplrił po4a Clostridium. IIpr-
MeH.aJIIĄ aHTrlToKc]4I{ecKI4e cbrBopoTKl4 noJIyqeHH},Ie Il3
6lło$a6plłxlr rł arrur6axtepzżHue oT KpoJIrlKoB rlnep-
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i 7Dsp.: Applied Microbiol. 16, 102, 1968.
J. Path. Bact. 77, 343, 1959.

woll J.: J. AppI. Baet. 24, 42, 7967.
J. Gen, Microbiol. 28, 393, 1962.

F\Llthorpe A. J,: J. Path. Bact. 65, 49,

JERZY KITA, ZBIGNIEW ANUSZ

Wrazliwośc Pasteurella multocida na antybiotyki, sul{onamidy
i związki f uranowe

Katedra Epizootiologii Wydziału Weterynarii SGGW w warszawie
Kierownik: prof. dr A. STRYSZAK

Badaniom nad wrażliwością Pasteurella muL-
tocżda na sulfonamidy i antybiotyki żn uitro
poświęcono znacznie więcej uwagi niż bada-
ni,om źn utuo. Większość prac ogranicza się jed-
nak do badania jednego lub kilku antybiotyków
łatwiej dostępnych. Shirlaw (9) w badaniach
źn uźtro stwierdził, że te same szczepy pastere-
Ii były hamowane przez penicylinę w lozcień-
czeniu 100 mg/mlł pTzez siarczan dwuhydro-
streptomycyny w rozcieńczeniu 100 j/ml, a z
sulfonamidów zdecydowanie wzrost pastereli
ogranlczaŁ tylko sulfatiazol. Pozostałe sulfona-
midy jak sulfomerazyna, sulfadiazyna i sulfa-
metazyna działały słabiej. McNelI i Hinshaw
(7) uzyskali całkowite zahamowanie wzrostu

Pasteurella nxultocżda na pożywce chlebowej po
,dodaniu streptomycyny w ilości 1 mcg/ml. Ci
sami badacze otrzyma{i zadawalające wyniki,
stos,ując streptomycynę przy doświadczalnie
wywołanej pasterelozie indyków. Podanie pta-
kom 150 j. stIreptomy,cyny przod lub w chwili
zakażenia zapobiegało,,^/ypadkom śmiertelnym.

O braku działania bacitracyny na pasterele
in użtro,donoszą Geneidy (4) oraz Brygooi Raje-
nison (3). Ci ostatni stwierdzili in uitro wraż-
liwŃć P asteur ella pe st?s, P . ps eudotub er culosis
i P .multocida na nitrofurantoinę, colimycynę i
polymyxynę. Antybiogram poszczegóInych se-
rotypów zarazka nie wykazał różnic między
nimi (4).
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