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Szereg prac (1, 2, 6, 8, 9, 12) wskazalo na zna-
czenie drobnoustrojow z rodzaju Chlamydia w
wywolywaniu chordb u zwierzat, a zwlaszcza
u drobiu i bydla. Ich rola patogenetyczna jest
jednak jeszcze niedostatecznie okreslona. Laczy
sie to m. in. z za malo doskonalymi metodami
ich izolacji i identyfikacji oraz zbyt szczuply-
mi wiadomodciami na temat ich wilasciwosci
biologicznych.

Sposréd  stosowanych dotychezas metod izo-
lacji i identyfikacji drobnoustrojéw z rodzaju
Chlamydia wymienié¢ nalezy pasazowanie ma-
terialu diagnostycznego przez zarodki kurze,
myszki biale, Swinki morskie i hodowle tkan-
kowe (1, 4, 6, 7, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17). Przy-
datne okazalo sie badanie mikroskopowe pre-
paratéw mazanych lub odciskowych =z narzs-
dow zwierzat, barwionych metoda Stampa,
Macchiavello, Giemzy oraz ogladanie ich pod
immersjg w mikroskopie $wietlnym. Do iden-
tyfikacji drobnoustrojéw z rodzaju Chlamydia
W materiale biologicznym uzyto réwniez z po-
wodzeniem odczyn immunofluorescenciji (3, 5,
6, 11, 12).

Najstuszniejsze okazalo sie stosowanie wszy-
stkich z wymienionych metod réwnoczesnie.
Zaleznie od rodzaju materialu  jedne sposrod
nich maja przewage nad pozostalymi.

Celem badan wlasnych byla adaptacja w wa-
runkach polskich metod izolacji oraz identyfi-
kacji drobnoustrojow z rodzaju Chlamydia jak
rowniez ocena ich wartosci diagnostycznej. Do-
tychezas badania tego rodzaju w odniesieniu do
zwierzat gospodarskich nie byly w kraju wy-
konywane.

Materiat { metody

Badaniu poddano jadra 9 buhajéw, nasienia pobra-
ne od 53 buhajéw, podejrzanych o orchitis granuloma-
tosa oraz wycinki pluc, watroby i $ledziony 7 poro-
nionych plodéw bydlecych. Przedmiotem badai byl
rowniez szczep Chlamydia 145/67 otrzymany od dra
V. Popovici z Instytutu Weterynarii w Bukareszcie #).
Szczep ten wyizolowano na terenie Rumunii z pluc
cielat, u ktérych stwierdzono bronchopneumonie.
Szczep Chlamydia 145/67 byt dziesieciokrotnie pasazo-
wany (oSmiokrotnie w Instytucie Pasteura w Buka-
reszcie { dwukrotnie w Instytucie Weterynarii w Pu-
lawach) na blonie zéltkowej zarodkéw kurzych i uzy-
wany do badan w rozcienczeniu 103,

Dla kontroli réwnolegle prowadzono badania z wy-
cinkami pluc, watroby i §ledziony 10 zdrowych cielat

*) Autorzy dzigkuja dr V. Popovici za przekazanie szeczepu
Chlamydia 145/67.

(material pobrany przy uboju od zdrowych zwierzat)
oraz z nasieniem pobranym od 41 buhajéw zdrowych
i z wycinkami jader 7 zdrowych buhajéw w réznym
wieku.

Z wszystkich prébek nasienia, wycink6éw narzadéw
wewnetrznych i szezepu Chlamydia 145/67 sporzadzono
preparaty mazane lub odciskowe na szkietkach przed-
miotowych. Nastepnie preparaty te barwiono metoda-
mj Stampa i Macchiavello, Metodg Giemzy barwiono
preparaty sporzadzcne z jader i nasienia buhajéw
oraz ze szczepu Chlamydia 1453/67. Zabarwione prepa-
raty oglagdano w mikroskopie $wietlnym pod immer-
sja. Koniugate uzywana do badai immunofluorescen-
cyjnych sporzgdzono z owczej surowicy anty-Chla-
mydia o mianie w odczynie wigzania dopelniacza 500.
Znakowano ja izotiocyjanianem fluoresceiny wg me-
todyki podanej uprzednio (6, 11, 12). Ta surowica
traktowano preparaty mikroskopowe przygotowane z
wymienionych uprzednio materialéw chorob_wych i od
zwierzat zdrowych oraz ze szczepu Chlamydia 145/67.
Ogladano je przy pomocy mikroskepu luminescencyj-
nego ML-2 produkeji ZSRR.

Izolacje drobnoustrojéw z rodzaju Chlamydia prze-
prowadzono poprzez pasazowanie badanego materialu
na blomie zéltkowej 6-dniowych zarodkéw kurzych, na
bialych myszkach o cigzarze ciala 8 g, zakazonych
dectrzewnowo lub donosowo oraz na komoérkach L
hodowli tkankowej, Do zakazania zarodkéw kurzych
i bialych myszek przygotowywano z jader buhajéw
oraz pituc, watroby i $ledziony 7 poromionych ploddw
bydlecych i 10 zdrowych cielat wyciagi zgodnie z me-
todykg omawiang w uprzednich badaniach wlasnych
(6, 12). Wyciggi przeznaczone do zakazania komorek L
hodowli tkankowej, dodatkowo homogenizowano w
homogenizatorze MSE-7700B przez 4 minuty i roz-
cieficzano 1:5 bulionem o pH 7,6. Nastepnie wirowano
dwa razy przy cigzeniu 1500 g w ciggu 30 minut, uzy-
wajac do zakazenia komorek L plynu znad osadu.

Nasienia buhajow przed uzyciem do pasazowania,
uprzednio zamrazano do temperatury —65°C i roz-
mrazano a nastepmie homogenizowano w szklanym
homogenizatorze recznym i rozcienczano bulionem
zwyklym o pH 7,6 w stosunku 1:5. Na 1 ml takiej za-
wiesiny dodawano 10 mg streptomycyny i pozostawio-
no w temperaturze pokojowej na 2 godziny. Po tym
czasie zawiesing wirowano przez 15 minut przy 1000 g.
Do zakazZenia brano plyn znad osadu.

Wszystkie sporzadzone wyciagi przed uzyciem do
zakazen sprawdzano na obecno§¢ bakterii przez posie-
wanie ich na agar z krwig oraz bulion PPLO.

Nie zawierajagcymi bakterii plynami znad osadu roz-
clerébw z jader i nasienia buhajéw, pluc, watroby
it $§ledzicny poromionych pltodéw bydlecych i zdrowych
cielat oraz roazciericzonym 10—% szczepem Chlamydia
145/67 zakazano 6 dniowe zarodki kurze dozoéitkowo
po 0,2 ml, biorgc po 5 zarodk6éw dla kazdego badane-
go materialu. Kolejny pasaz wykonywano przy uZyciu
rozcieru woreczka zéltkowego.

Biale myszki w grupach po 3 zakazano jednocze$-
nie dootrzewnowo po 0,2 ml i donosowo po 2 krople
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plynu znad osadu oraz dootrzewnowo i donosowo od-
dzielnie. Do kolejnego pasaiu brano pluca, sledzione
i watrobg myszek, ktore padly miedzy 4—10 dniem
lub zostaly zabite w 9 dniu po zakazeniu.

Hodowle tkankowa nommalnych komérek I. otrzy-
mang z Zakladu Wirusologii Instytutu Weterynarii
w Pulawach*). Do hodowli komdrek L uzywano bu-
ieleir Le Groux i plynu odiywczego o skiadzie; plyn
Hanksa i Parkera w rownych iloSciach z dodatkiem
10% surowicy clielecej, Jednowarstwowa hodowle ko-
mérek L zakagzano po zlaniu plynu odiywezego dawka
2 ml plynu znad osadu materialéw badanych. Zaka-
zone hodowle komorkowe inkubowano w termostacie
(37°C) przez 15—30 minut. Nastepnie plyn zakazajacy
zlewano a wprowadzano plyn utrzymujacy o skladzie:
pl_vn Hanksa i Parkera w rownych ilosciach po 9 ml.
Zaltazano kazdym badanym materiatem 3 butelki Le
Groux i przetrzymywano je przez 3 doby w termosta-
cie w temperaturze 37°C, obserwujgc zachowanie sie
komdérek 2 razy dziennie. Zmiany cytopatyczne ccenia-
no wg przyjetych zasad.

Prébki  jader i nasienia buhajéw podejrzanych
o orchitis granulomatosa w liczbie odpowiednio 9 i 53
oraz phuc, §ledziony i watroby poronionych plodéw
w liczbie po 7 pasazowano przez 6 pasazy na zarod-
kach kurzych, bialych myszkach i w hodowli komor-
kowej. W odniesieniu do poszezegblnych prébek w
obrebie kazdego rodzaju materialu okreslono pasaz,
W ktérym po raz pierwszy padlo co najmniej 50%
zakazonych zwierzat lub wystapit efekt cytopatyczny
W co najmmniej 50% zakazonych hodowli komoérkowych.
Dane te postuzyly do obliczenia érednich z wyze]
okreslonych pasazy, obrazujgcych do jakiej s$redniej
liczby pasazy kazdy z wymienionych rodzajéw ma-
terialu powodowal efekt patogenny w przynajmniej
50%. W analogiczny spos6b zbadano szczep Chlamydia
145/67 w 3 powtérzeniach oraz wycinki ptuc, §ledzio-
ny i watroby zdrowych cielat w liczbie po 10. Ma-
teriaty te stancwily kontrole doé$wiadczenia.

Wyniki i omdwienie

W tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane za
pomocg mikroskopii §wietlnej i immunofluore-
scencyjnej w trakcie badania preparatéw bar-
wionych metodami Stampa, Macchiavello lub
Giemzy, wzglednie traktowanych znakowang
dodatnia surowica anty-Chlamydia i surowica
ujemng. Do sporzadzenia preparatéw uzyto
wszystkie uprzednio wyszczegblnione materia-
1y, pochodzgce zardéwno od sztuk podejrzanych
o zakazenie chlamydiami jak tez od osobnikéow
zdrowych, Uzyskane dodatnie wyniki badania
mikroskopowego poréwnano z liczbg prob ma-
teriatu, z ktérego wyizolowano drobnoustroje z
rodzaju Chlamydia przy pomocy pasazowania
przez zarodki kurze, biale myszki i hodowle
tkankowg komoérek L.

Jak widaé¢ z tab. 1 najwiecej wynikow do-
datnich identyfikacji drobnoustrojow z rodzaju
Chlamydia w przypadku metod mikroskopo-
wych, uzyskano przy metodzie immunofluore-
scencji. Przy pomocy mikroskopii §wietlnej wy-
kryto nieco rzadziej chlamydie, przy czym naj-
lepsza okazala sie metoda barwienia wg Stam-
pa.
W badaniu mikroskopowym preparatéw spo-
rzadzonych z jader i nasienia buhajow zdro-
wych nie stwierdzono charakterystycznych dla
chlamydii ziarnisto§ci ani tez swoistego Swiece-
nia.

*) Autorzy dziekujg doc. dr L. Zebrowskiemu za prze-
kazanie hodowli tkankowej komoérek L
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Tab. 1. Czestoéé wykrywania drobnoustrojéw z ro-
dzaju Chlamydia w preparatach mikroskepowych
przygotowanych roéznymi metodami w pordwnaniu
z liczbami wynikéw dodatnich, uzyskanymi z tych sa-
mych prébek przy pomocy pasazowania.

S “[tcerea |iiczba areparaiow | ficeda prodex
Metoda badanieh |wttorch alerdsons | 2L0Ch wizalomany
grégaraica | cladia Chlamyaic Chlamydia
FHampa 1620 % 726 760
Macchavelln 1520 712 760
Giemszy . Hta 406 550
Jimmunaftarescenca
(koniugata dodatnia 1620 748 750
anty-Miyagawanetia)
Immunaofivarescancia £ 3
(Ronivgartd ujemna) 1630 4 760

Objasnienie: *) materialy, z ktorych sporzgdzono preparaly
do badann mikroskopowych lub pasazy przez zarodki Kkurze,
myszki biate i hodowle komorkowe zostaly podane w tekscie.

W omawianych badaniach chlamydie izolo-
wano z 8 jader i 46 probek nasienia od buha-
jow podejrzanych o orchitis grenulomatosa
oraz z pluc, watroby i $ledziony 7 poronionych
plodéw bydlecych.

W tab. 2 przedstawiono $rednio liczby pasa-
zy materialu badanego, po ktoérych nastepowa-
Io zejécie Smiertelne przynajmniej 50% zwie-
rzat zakazonych lub efekt cytopatyczny przy-
najmniej 50% zakazonych hodowli komodrko-
wych. Do zakazen uzywano tego samego mate-
rialu jak do sporzadzania preparatow mikro-
skopowych oraz szczep Chlamydia 145/67.

Tab. 2. Wykrywalno§é drobnoustrojéw =z rodzaju
Chlamydic przy stosowaniu kilku metod pasazowania.

Sredma pasaiy @olrczegolnych
liczba | maleriaéom po &éorych porar
orobec | pierwsty wystaoit efekt cytgpalycing
vadanych| lub paaléo frxmario) S0% maiatonych

Rodzayp
badanego materiatu

zaroalkow m'a_é‘z/cﬁ myszek hodomit

Kurzych |d.o. |@n [Jaidn thkankoni
jadra buhajow ¥ 9 22 |44 |40 | z6 46
Vasienca éulmf/dwx 53 26 48 |32 | 28 52
jledzwona,wgtroba, ptuca
poronenych ptodow bydigcych 21 20 28 | 22| 20 40
Szczep chlamyaia 145/67 g 783 20 (16 | 13 30
Maleriat kontrolny =% 78 | &5 lbs |65 | bs b3

Objagnienie: *) material pobrany od buhajéw podejrzanych

o orchitis granulomatosa; **) materiatl (jgdra 1 nasienie buha-
jow oraz pluca, watroba i Sledziona cielat) pobrany od zdro-
wych zwierzat; d.o. — zakazZenie dootrzewnowe; d.n. — za-
kazenie donosowe; b§ — brak wystapienia §miertelnosci u zwie-
rzat zakazonych materiatem kontrolnym.

7 tab. 2 wynika, iz najszybciej bo po 1,3 pa-
sazu zamieralo 50% zarodkéw kurzych, zaka-
zonych szczepem Chlamydia 145/67. W kolej-
nosei pédzniej zamieralty zarodki zakazone na-
rzadami wewnetrznymi poronionych plodow
bydlecych oraz materialem z jader buhajéow po-
dejrzanych o orchitis granulomatosa. Biale my-
szki zakazane jednocze$nie dootrzewnowo i do-
nosowo padaly wczedniej niz zakazone badZ
donosowo lub dootrzewnowo. Najmniej wrazli-
we na dzialanie drobnoustrojéw z rodzaju Chla-
mydia okazaly sie komoérki I hodowli tkanko-
wej. W dalszych pasazach $miertelno$é zwie-
rzat doswiadczalnych znacznie przekraczala
50%. Czas wystapienia reakeji u zakazonych
zarodkow, myszek czy w hodowli komoérek L
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zalezal tez od rodzaju pasazowanego materiatu.
Mozna by przypuszczaé, iz jest to  zalezne od
koncentracji form zakaznych (cialek elementar-
nych) drobnoustrojow z rodzaju Chlamydia w
jednym énoculum oraz od powinowactwa szcze-
pow bydlecych do danych komoérek zwierze-
cych. W zwigzku z powyzszym wydaje sie, iz
do pasazowania materialu pochodzenia bydle-
cego w celu izolacji chlamydii najbardziej
przydatne sg 6—7 dniowe zarodki kurze oraz
8—9 g biale myszki zakazane jednoczesnie do-
nosowo i dootrzewnowo.

Wnioski

1. Metoda immunofluorescencji okazala sie
bardziej przydatna do wykrywania drobnou-
strojow z rodzaju Chlamydia w bydlecym ma-
teriale chorobowym lub nasieniu buhajow niz
badanie przy pomocy mikroskopii swietlnej
preparatéw barwionych.

2. Sposéréd poréwnywanych metod barwienia
wg Stampa, Macchiavello lub Giemzy najlep-
szg okazala sie tu pierwsza.

)

3. Do izolacji chlamydii z tkanek zwierze-
cych lub nasienia bardziej nadawaly sie zarod-
ki kurze niz myszki biate lub hodowle komé-
rek L, ktére byly na nie najmniej wrazliwe.

4. Réwnoczesne zakaZzenie myszek donosowo
1 dootrzewnowo dawalo lepsze wyniki w pasa-
zowaniu zarazka niz oddzielne zakazenie jed-
nym z podanych sposobdéw.
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Tpymmucky M., Cagoecky IO. M. — Ouenka mMeTOROB
yaeHTHdUKALWY MMKPOOPraHu3Mos unz popga Chlamy-
dia (Miyagawanella) BBIIETEHHBIX M3 MATEepHan2 OT
KpPYITHOro pOraToro cKoOTa.

Ilennbo paboThl HbLIa OLlEHKA AMATHOCTUHECKON IIPM-
TOAHOCTY MUKPOCKONMYECKUX ¥ OMOJNOIMYECKUX MCcCle-
IOBaHMM (Ha KypMHHBIX 9MOpuoHax, OesslX MbIIax
M TKAHEBBIX KYJLTYpaxX KIeTOK L) B cixydae MHDEK-
UM KPYIIHOTO POTATOTO CKOTA MUKPOOPTAHU3MaMM U3
poxma Chlamydia. ¥YcragoBuiIM, 4YT0 METOL WMMYHO-
chiroopecLeHIMM ABJAeTcA 6ojiee NPUTOZHBIM OIS 00-
mapysxenng Chlamydia B maTojiorMyecKonM MaTepuale
UeM McCJIeHOBaHME ITPM TIOMOINM CBETOBOTO MMKPOCKO-
a OKpallleHHBIX mperaparon. Cpeay CcpaBHUBAEMBIX
MeToROB okpawmBanma (Stamp, Macchiavello, Giemza)
camble JIy4nie pPe3ysabTarbl TOJIYUYUAM [0 METOmY

Stamp’a. IIpn wnzomuposaumm Chlamydia 13 TKaHen
MJIM CIEPMbl JKMBOTHLIX CaMBIMM YYBCTBUTEJIBLHBIMI
0Ka3aanch KYPUHBIE SMOPMOHLI, ITOTOM OeJible MbLIIINI
a HauMeHee YYBCTBUTEJILHBLIMM TKAHEBLIE KYJILTYPLI
rieToK L. IIpM maccaxkmMpoBAHUM XJIaMUAUN OJHOBpRe-
MEHHOEe IBOMHOE 3apazkeHMe TO eCTh MHTPaHaA3aJbHOe
U MHTPANEPUTOHEAJILHOE 0OKa3aloch boisee 3¢ eRTHB-
HBIM dYeM 3apaykeHue TOJbKO ONHMM U3 BbIIIEe yKa-
3aHHBLIX METOA0B.

Truszezynski M., Sadowski J. M. — Evaluation of the
methods for the identification of Chlamydia (Miyaga-
wanella) organisms in bovine materials.

The purpose of the investigations was to determine
the diagnostic value of microscopic methods and biolo-
gical tests on chick embryos, white mice and L cell
cultures in Chlamydia infection in cattle. It was found
that the immunofluorescence method was more suita-
ble for demonstrating the organisms in diagnostic
materials than direct microscopic examination of sta-
ined smears. Among three compared staining methods
acc. to Stamp, Macchiavello and Giemza, the first one
proved to be the most valuable. Chick embryos were
more suitable for the isolation of Chlamydia from ani-
mal tissues or sperm than white mice, or L cell cul-
tures, which were the least sensitive. Simmeultaneous
intranasal or intraperitoneal inoculations of white mi-
ce yielded better results in passaging the organism
than the separate inoculation by one ot these routes.

LIVINGSTON C. W. STAIR E. L., UNDERDAHL
N. R.,, MEBUS C. A.: Patogeneza mykoplazmowego
zapalenia pluc u $win. (Pathogenesis of mycoplasmal
pneumonis in swine). Am. J. vet. Res,, 33, 2249-—2258,
1972 (11).

Dwadziescia dziewieé prosigt uzyskanych na drodze
histerektomii nie karmionych siarg, zakazono w wie-
ku 1 tygodnia hodowla bulionows (okoto 1000 kom./ml)
Mycoplasma hyopneumoniae, Prosieta ktére zakaza-
no dotchawicowo poddawano ubojowi w odstepach
4-dniowych poczawszy od 6 dnia po zakazeniu. Zmia-
ny pod postacig bardzo drobnych gruzetkéw w pod-
fluzdowee nablonka oskrzeli wystgpily u jednego pro-
siecia 6 dnia po zakazeniu, u pozostalych sztuk 10 dnia
pa zakazeniu. Zmianv makroskovowe w plucach no-
towano poczawszy od 14 dnia po zakazeniu. M. hyo-
pneumoniae izolowano z pluc sztuk zakazonych od
10 dnia po zakazeniu. Do wykrywania zakazen naj-
bardzie] orzydatny okazal sie odczyn immunofluore-
scencii. Badania przeprowadzone w mikroskopie elek-
tronowym wykazaly, ze mykoplazmy przylegaja Scisle
do rzesek i Dblonvy plazmatycznej nablonka oskrzeli
i oskrzelikéw i nie wystepujg w cytoplazmie komo-
rek zakazonych.

Z.

PAGE A. C., LOEFFLER J. E.. HENDRICKSOCN H. R..
HUSTON C.K.. DE VRIES D. M.: Metabolizm dichlor-
vos u Swin. (Metabolic fate of dichlorvos in swine).
Arch. Toxikol.. 30, 19. 27, 1972 (1).

Przemiany metaboliczne dichlorvos w organizmie
Swin przebadano przy doustnym i wziewanym stoso-
wanitu znakowanego preparatu P32, Cl136 { C!4 Pojedyn-
cza dawka dichlorvos w paszy wynosita 40 mg/ks.
U ciezarnych macior w okresie 4 tygodni przed opro-
szeniem dichlorvos stosowano w dawece 4 mg/kg wagi
ciala.. Stezenie dichlorvos w badaniach inhalacyjnych
wynosito 0,1 mg/m3 powietrza., W przeprowadzonych
badaniach nie stwierdzono nierozltozonego preparatu
we krwi i tkankach badanych sztuk. Sposréd vroduk-
tow metabolizmu dichlorves, wykryto w tkankach
dwuchloroetanol. Badanie oparte o preparat znako-
wany radioaktywnym chlorem przekonywujace udo-
wodnily brak akumulacii produktéw przemiany di-
chlorvos w tkankach. Niezaleznie od drogi wprowa-
dzeniz do organizmu dichlorvos ulege odtoksycznieniu
i roznadowi. -
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