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Oceno mełod identyfikoc|i drobnousłroiów z rodzoiu Chlomydia
(Miyogawanello) w moleriole pochodzenio bydlęcego

Zakład Mikfobiolo8ii Instytutll Welerynarii w Pula\\,ach
t<ierownik: prof. dr },1. TRUSZCZYŃSKI

Szereg prac (1, 2, 6, B,9, 12) vrskazał<,; na zna-
czenie drobnoustrojow z rodzaju CłilumEdi,a w
wywoływaniu chorób u zwierząt, a zwlaszcza
u drobiu i bydła. Ich rola patogenetyczna iest
jednak jeszcze niedostatecznie określona. ł,ączy
się to m. in. z za mało doskonałymi metodami
ich izolacji i identyfikacji oraz zbyt szczupły-
mi wiadomościami na temat iclr właściwości
biologicznych,

Spośród stosowanych dotychczas metod izo-
l_acji i identyfikacji drobnoustrojów z rodzaju
ChlamEdia wymienić nd,eży paiazowanie m'a-
teriału diagnostycznego przez zarodki kurze,
myszki białe, świnki morskie i hodowle tkan-
kowe (1, 4,6.7, l0, 12,73,74,15, 16, l7). Przy-
datne okazało się badanie mikroskopowe pre-
paratów maza iskowych z naL-zą-
dów zwierząt, rnetódą Stampi,
Macchiavello, oglądanie iclr poC.
immersją w mikroskopie świetlnym, Dtl iCen-
tyfikacji dlobnoustrojów z r.odzaju ChlcLlltydia
w materiale biologiczn),m użyto równiez z po-
wodzeniem odczyn immunofluorescencji (3, 5,
6, 17, 72).

Najsłu.szniejsze okazało się stosowanie wszy-
stkich z wymienionych metod równocześnie.
zaIeżnie od rodzaju materiału iedne spośrócl
nich mają przewagę nad pozostałymi.

asnych wa-
metoC yfi-
ówzr jak
wartoś Do-

tychczas badanja tego ro,dzaiu w odniesieniu do
zwierząt gospodarskich nie były w kraju wy-
konywane.

Mateliał i mctody
Badaniu poddano jądra 9 buhajów, nasienia pobra-

ne od 53 buhajów, podejrzairych o orchitis granuloma-
tosa oraz wycirrkii płuc, lł,ątroby i śIedzio,nv 7 pcro-
nionych płodó,w bydlęcych. przedmio,tem badań 'lrył
rórwnież szczep Chl,amydia 145167 otrzyrnany od dra
V. Popovici z Instytuttr \ĄIeteryrrarii rv Bukaleszcie *).

Szczep te,n wyizo,Iowano na terenie Rumunii z pluc
cieląt, u których stwierdzono bronchopneumonię.
Szczep Chlamgdża 745l67 był dziesięciokrotnie pasażo-
wany (ośmiokrotnie w Instytucie Pasteura q7 Buka-
reszcie i dwukrotnie w Instytucie Weterynarii w Pu-
ławach) na błonĘe żółtkowej zarodków kurzych i uży-
w,any do badań w rozcieńczelniu 10-8.

Dla kontroli równol,egle prowadzono badania z wy-
ci,nkami płuc, wątro,by i śledzio,ny 10 zdr,owych cieląt
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+) Autorzy dziękują dI v. Popovici za przekazanie SZcZepu
Chtanladia 7Ą5/67.

(materiał pobrany przy ubo,ju od zdrowych zwierząt)
oraz z nasieniem pobranym od 41 b,uhajów zdrowychi z wycinkami jąder 7 zdrowych buhajórv w różrrym
wieku.

Z wszystkich próbek nasienia, wyciłrków narządów
wewnętrznych i szczepu Chlamgdia 145167 sporządzono
preparaty mazane lub odciskowe na szkiełkach przed-
miotowych. Następnie preparaty te barwiono metoda-
mi Stampa i Macchiavello. Metodą Giernzy barwiono
p,repa,raty sporządzcrre z jąder i nasienia buhajów
oraz ze szczelpu Chlamud,ia 145167. Zabarwione prepa-
raty 6glątfląno w mikroskopie świetfuryrn pod immer-
sją. Koniugatę używaną do badań immulnofluorescen-
cyjnych sporządzono z owczej surowicy anty-Chla-
lll,gdia o mianie w odczynie wiązania dopełniacza 500.
Znakołvano ją izotiocyjanianern fluoresceiny .wg me-
to,dyki podanej up,rzedinio (6, 11, 72). Tą surowicą
traktołvano preparaty mikroskopowe przygotowane z
wymienio,nych uprzednio materiałórv choro;b,wych i od
zwierząI zd,rowych otaz ze szczepu Chlarngdźa 745167.
ogłądano je przy po,mocy mikroskopu lurninescerncyj-
nego ML-2 pro,dukcji ZSRR.

Izo,lację drob,noustrojów z ro,dzaju Chl,amgdża prze-
Prowadzorno paTrrzez pasażowanie badanego materiału
na błonie żółtkowej G-dniowych zarodków kurzych, na
białl,ch myszkach o ciężarze ciała 8 E, zakażonych
doo,trze,lvnołł,o lub dolnoso.Mo olaz na kornórkach L
hodowli tkankor.vej. Do zakażania zarodków kurzych
i białych rnyszek przygoto-wywano z jąder buhajów
oraz płuc, wątroby i śledziony 7 pororniony,ch pło,dów
bydlęcych i 10 zdrowych cieląt wyciągi zgodnie z me-
todyką omawianą u, uprzednich badaniach własrnych
(6, 12). Wyciągi przeznaczone do zakażania komórek L
1ro,dorrrli tkankowej, dodatkowo ho,mogenizowano w
h.rmogernizatorze MSE-7700B przez 4 minuty i toz-
cieńczano 1:5 buliolnem o pH 7,6. Następnie wirowano
dwa razy przy ciąże,niu 1500 g v, ciągu 30 minut, uży-
wając do zal<ażenia kornórek L płynu zrnad osadu.

Nasienia buhajórv przed użyciem do pasażorvania,
u,przednio zamrażano do ternpe,r,atury -65oC i roz-
rnrażano a następnie hornogenizowano -w szkla,nym
homogenizatorze ręcznym i rozcieńczano bulio,nelrn
ztykłym o pH 7,6 w s,tosuinku 1:5. Na 1 ml takiei za-
wiesiny dodawano 10 mg streptomycyny i pozos,ta,r,vio-
no w temperaturze p,oko,jowej na 2 godziny. Po tym
czasie zawiesinę wirowano pTzez 15 minut p,rzy 1000 g.
Do zakażenia brano płyn znad osadu.

Wszystkie sporządzone wyciągi przed użycie,m do
'zakażeń sp,rawdzano na obecność bakte,rii przez posie_
w,anie ich na a8ar 2 krwią oraz b;ulio,n PPLO.

Nie za,wierającymi bakte,rii płynami znad osadu roz-
cierów z jąde,r i nasienia buhajów, płuc, wątro,by
i śledziony po,rornionych płodów bydlęcych i zdrowych
Cieląt oraz rozcieńczo,nym 10-8 szczepem Chlamudżą
145167 zakażano 6 dniowe zarodki kurze dożółtkowo
po 0,2 m,1, biorąc po 5 zarodków d,la każdego badane-
go materiału. Kolej,ny pasaż wykonywano przy użyciu
rozcie,ru woreczka żółtko,wego.

Białe myszki w grupach Elo 3 zakażano jednocześ-
nie dootrzewnowo po 0,2 ml i dono,sowo po 2 krople
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płynu znad osadu oraz dootrzewnowo i donos,owo od-

ie płyn zakażający

T,:iu?;I.f ;:'1";i
Groux i przeŁrzymyw,ano je przez 

"|".Tr'-oi"';1łjrr!!
cie w ternpetalurze 37oC, obserwu,jąc zachowanie sLię
konórck 2 razy dziennie. Zmiany cytopatyczne ccenia-
no .,vB przyjętych zasad.próbki jącler i nasienia btrhajów podejrzanych
o orchżtis granulomatoso w liczbie o,dpowied,nio g i 53
oraz płuc, śle,dziony i wątroby poroniorrych płodów
w liczbie po 7 pasażowano przez 6 pasaży na zarod-
kach kurzych, białych myszkach i w ho,dowli ko,mór-
ko'"ve j. W od,niesieniu do poszczególnych próbek w
obrębie każdego roclza ju mate,riału określono pasaż,
w którym po iaz pierwszy padło co najmniej 509ó
zgkażonych zwierząt lub wystąpił efekt cyt,opatyczny
w co najrrrLniej 500/o zakażo,nych hodowli komórkowych.
Dane te posłużyłv do o;bl,iczenia średnich z wyże:
określonych pasażv, obraztrjących do jakiej średniej
liczirv pasażv każdy z wvmienionych rodzajów ma-
teriału porvodołłlał efekt patoge,nny w przyna jmniej
50016. 'W analogicz,ny sposób zbada:no szczep Chlamad.ia
745167 w 3 powtórzelniach oraz vzycinki płuc. śledzio-
ny i wątroby zdro,wych cieląt w liczbie po 10. Ma-
teriały te stanowiły k,orntro ę doświ,adczenia.

Wyrriki i omółyienie
W tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane za

pomocą ntkroskopii świetlnej i immunofluor-e-
scencyjnei w trakcie badania preparatÓW bar-
wi.onych metodami Stampa, Macchiavello lub
Giemzy, wzgiędnie traktowanych znakowaną
dodatnią surowicą anty-Clilamydźa i surowicą
ujernną. Do sporządzenia preparatów użyto
wszystkie uprzednio wyszczególnione materia-
ły. pochodzące zarówno od sztuk podejrzanych
o zakazenie chiamydiami jak też od osobników
zdrowych. Uzyskane clodatnie lvyniki badania
ir-rikroskopowego porównano z 1iczbą prób ma-
tei,iału, z ktorego wyizolowano drobnoustroje z
lodzaju Chlamydża przy pomocy pasażowania
przez zatodki kurze, białe myszki i hodowlę
tkankową komórek L,

Jak widać z tab. 1 najwięcej wyników do-
datnich identyfikacji drobnoustrojów z rodzaju
Chiamydźa w przypadku metod mikroskopo-
wych, uzyskano plzy metodzie immunofluore-
scencji. Przy pomocy mikroskopii świetlnej wy-
kryto nieco rzadziej chlamyclie, przy czym naj-
lepsza okazała się metoda barw,ienia wg Stam-
pa.

W badaniu mikroskopowym preparatów spo-
lządzonych z jąder i nasienia buhajów zdro-
wych nie stwi,erdzono charakterystycznych dla
chiamydii ziarnistości ani też swoistego świece-
nla.

*) Autorzy dziękują doc. dr L.
kazarrie l]odolvti tkanko\^,ej konórek
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Tab. 1. Częstość wykrywania drołcnoustrojów z ro-
dzajll Chlamgdia \,v preparatach mikroskopowych
przygotołvanych różny,Ęi meto,daml w po,równaniu
z liczbami wyników dodatrnich, uzyskanymi z tych sa-
mych próbek przy pomocy pasażowania.

objaśnienie: *) natelialy, z którJrch SporządZono pIepafaly
do badań mikroskopowych lub pasaży przez zarod,ki kurze,
myszki białe i hodo,Wle korr,órkowe zostały podane w tekście.

W omawianych b;rdaniach chlamydie izolo-
wano z 8 jąder i 46 próbek nasienia od buha-
jów podejrzanych r,; orchźtis granulomxtosct
oraz z płuc, rłląiroby i śledziony 7 poronionych
płodów bydlęcych.

W tab. 2 przedstawiono średnio liczby pasa-
ży materiału badanego, po których następowa-
ło zejście śmierte]ne przynajmniej 5096 zwie-
tząt zakażonych lub efekt cytopatyczny przy-
najmniej 509/o zakazonych hodowli komórko-
wych. Do zakażeń uzywano tego samego mate-
riału jak do sporządzania preparatów mikrc-
skopowych oraz szczep ChlamEdża 145167.

Tab. 2. 'Wykrywalność dl.oblnoustrojÓw z rod:zaju
Ch,I,amgd,źa przy stosowaniu kilku metod pasażowania.

óodąąego ńąceąąćł
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objaśnienie: *) material pobrany od buhajów podejrzanyctl
o orchitis granulomatosa; **) mateliał (jądra 1 na,sienle buha-
jów oraz płuca, wątroba i śIedziona cieląt) poblany od zalro-
wych Zwierząt ; d.c. - zakażenie dootlzewnowe; d.n. - za-
każenie donosowe; bś_brak wystąpienia śmiertelnościu zwie-
tząt zaka,żonych materiałem kontrolnym,

Z tab. 2 wynika, iż najszybciej bo po 1,3 pa-
sażu zamierało 5096 zarodków I<lłzych, zaka-
żonych szczepem Clilamgdż,l 745167. !V lrolej-
ności później zamierały zarodki zakażone na-
rządami wewnętrznymi poronionych płodów
bydlęcyclr oraz mat,eriałem z jąder buhajów po-
dejrzanych o orc'łtitis granu"lomatosc. Białe my-
szki zakażane jednocześnie dootrzewnowo i do-
nosowo padał;l wcześniej Diż zakaż,one bądż
donosowo lub dootrzewnowo. Najmniej wrażIi-
we na działanie drobnoustrojów z rodzaju Chla-
mydia okazały się komórki I hodowli tkanko-
wej. W dalszych pasażach śmiertelność zwie-
rząt doświadczalnych zrLacztie przekraczaŁa
500/o. Czas wystąpienia reakcji u zakażonych
zarodków, myszek czy w hodowli komórek L

zD9
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JzczeP ch(ą
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za|eżaŁ tez od rodzaju pasażowanego materiału.
Można by przypuszczac, iz jest to zalezne od
koncentracji form zakaźnych (ciałek elementar-
nych) drobnoustrojów z rodzalu Chlamgdźa w
jednyn-i illoculum, oraz od powino,uvactwa szcze-
pów bydlęcych do danych komórek zwierzę-
cych. W związku z powyższym wydaje się, iz
do pasażowania materiału pochodzenia bydlę-
cego w celu izolacji chlamydii najbardziej
przydatne są 6-7 dniowe zarodki kutze oraz
8-9 g białe myszki zakażane jednocześnie do-
nclsowo i dootrzewnowo.

Wnioski
1. Metoda immunofluorescencji okazała się

bardziej przydatna do wykrywania drobnou-
strojów z rodzaju ClilamEdża w bydlęcyrr rna-
l.eriale chorobowyrn lub nasieniu buhaiów niz
badanie przy pomocy mikroskopii świetlnei
preparatórv barwionych.

2. Spośród porównywanych metcld barwienilt
rvg Stampa, Macchiavello lub Giemzy rrajlep-
szą okazała się tu pierwsza.

3. Do izolacii chlamydii z tkanek zwierzę-
cych lub nasienia bardziej nadawały się zarod-
ki kurze niz myszki białe 1ub hodowle komó-
i,ek L, które były na nie najm,niej wraz]iwe,

4. Równoczesne zakażenie mlrszek donoso-o,'o
i dootrzewnowo dawało lepsze wyniki w pasa-
zolvaniu, zarazka niz oddzielne zakażeirie jed-
nyi]1 z podanych sposobów.
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Tpyrqurłcxz M., Ca4oecr<lr IO. M. - Oqeura MeToAOB
lrAerrrrłóprraqrll4 MI{I(poopra,HlI3MoB I,!3 poAa Chlanry-
dia (Miyagawanella) BEIAeJIeHHbIx n3 MaTepnaJia oT
KpynEloro poraToFo cKora.

I]ensro pa6orsr 6rr.rra oqerłra AŁaTHocTrlqecxoft nprł-
roAHocTr{ MTłKpocKoElIJecliI4x ]4 6rłonorrł-qecxnx IĄCcIe-
AoBa:alĄI,l. (rra xyplłrrrrsrx, su6pzorłax, denrrx Mblilax
14 TKaHeBL,Ix KyJlsTypax KJIeToK L) n cłyvae lłrrQex-
I]r{I4 KpynHoro polaToro cKoTa Mr{KpoopIaHr43MaMI4 ,13

po4a Chlamvdia, YcraHorlĄJIIl, TlTo MeToA I{MMyHo-
Słroopecqerłqrll4 ffBJIHeTca 6o.rree nplroAIlF,IM tna o6-
Hapy>KeHlE Chlamydia. B EaToJlorr{qecKoM MaTepr{aJle
tleM I,ICCIeAOBaHT4€ nP]4 flOMOUI]ł CB€TOBOrO },IIIKPCCKO-
rla oKparuerTHb]x Ilpenaparoc. CpeArł cpaB}II4BaeMslx
MeToAoB oKpauI]4Barllla (Stamp, Macchiavello, Giemza)
caMble JIyqLue pe3yJILTaTbl floJlyąuJlu no lłeroAy

Stamp'a, flplt rłsołrpoBanylu Chlamydia rlg rxaHert
]ĄJIŁ cnepMbI >KrIBoTHLIX caMLIM'{ tIyBcTB]4TeJIbHbIMIt
oKa3aJlllcb KypllHble slł6prorrlr, notolł óellre MrIIIIIł
a HaTłMeHee qyBcTBj4TeJIEHbIMrI TKaHeB6Ie KyJIFlTypLI
K.]IeToK L. ilp]4 [acca)KI4poBaHIĄI4 xJlauwnlrń ogrroepe-
ivI€HHoe paoŻHoe 3apa>KeHl4e To ecTE I4HTpaHa3aJIbHoe
,I rĄHTpanepr{ToHeaJlbHoe oKa3aJlocb 6oree s$Qerułs-
H6]M I]eM 3apa)KeH]4e ToJIbKo oAHI4M ,{3 BbIrIIe yKa-
3aFIHIJIX łteToAoB,

Truszczyiiski M., Sadowski J. M, - Evaluation of tlrc
rnethocls for the identification of Chlamydia (Miyaga-
wanella) organisms in bovine materials.

The purpose ,of the inrlestigations was t,o determine
the cliagnostic value of micr,osc,opic methods and biol,o-
gical tests ,on chick embryos, rvhite mice anci L ceil
cultures in Chlamy,dia infection in cattle. It wa,s fo,und
that the immun,ofluorescence rneithod was more suita-
ble fcr dernonstrating the oirganisms in diagnostic
materials than direct microsc,opic exa,mination of sta-
inod smea,rs, Among three co,mpared staining me,thods
acc. to Stamp, Macchiavełlo and Giemza, the first one
proved to be the most valuable. Chi,ck embry.o5 11,glg
more suitable for the isolation of Chla;mydia from ani-
mal tiss,Ue5 or sperLm than white rnice, or L cell cuJ.-
tures, whicl-t were the least sensitive. Simmeultanecus
intranasa or initraperitoneal inoculations ,clf white mi-
ce yielded better results in passaging the organism
tlran the separate inoculation by one of these routes.

LIvINGsToN c. w., STAIR E. L., UNDERDAIIL
N. R., MEBUS C. A.: Patogeneza mykoplazmowego
zapalenia płrrc u świń. (Pa.thogenesis of mycoplasrnal
pneumonił ir swine), Am. J. vet. Res., 33. 2249-2,258,
19?2 (11),

Dwadzieścia dziewięć prrosiąt uzyskanych na drodze
histerektcmii nie karmionvch sia,rą, zakażono w rvie-
ku 1 tygodnia hodowlą bulionową (o1<oło 1000 kom./ml)
Mycoplasme hyopneumoniae. Prosięta które zakaża-
no dotchawicowo po,ddawa:no ubojorvi w odstępach
4-dni,owych począ§Iszv od 6 dnia. p,o zakażeniu. Zmia-
ny pod postacia ba,rdzo drobnych eruzełków w po,d-
śluzólvce nabłonka. oskrzeli wystąpiły u jednego pro-
sięcia. 6 dnia po zakażeńu. u pozostałych sztuk 10 dnia
tl: zakażeniu. Zmianv makroslłopcwe lv płucach no-
tolvano począwszy od 14 dnia po zakażeniu. IVI]. hyo-
pneumoniae izolorvano z płuc sztuk zakażonych od
10 dnia po zakażenilt. Dc wykryr,vania zakażeń naj-
bar:dziej orzydatny okazał się odczyn immunofluore-
scencji. Badanie przepro,nł,adzone w mikro,skopie elek-
tronrlwym. wykazaly. że mykoplazmv p,rzvlegają ściśle
do rzęsek i błonv plazmatvcznei nabłonka o,skrzeli
i oskrzelikórłl i nie r,r,"vstępują w cytoplazmie komó-
reli zakażonych. 
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Przemiany metab,oliczne dichl,orvos rł' o,rganizmie
śrviń przebadano przy doustnym i wziewnym stosc-
waniu zna]<owanego pr.eparattl P32. Cl36 i Ct4. Pojedyn-
cza dawke. dichlorvos w paszy wynosiła 40 mg/kg.
U ciężarnych macior w okresie 4 tygodni przecl opro-
szeniem dichlo,rvos stosowano w da$,ce 4 mg/kg ,,vagi

ciala.,Stężenie di,chtrorvo"s w badaniach inhal,acyjnych
wvn,osiło 0.1 mg/ms powietrza, W p,rzeprowadzonych
badan,iach nie stwie,rdzono nierozłożonego,oreparatu
we krwi i tkankach badanych szttrk, Spośród or,oduk-
tów metab,olizmu dichlo,rvos, wykryto w tkankach
dwuchloroetano . Badrania o,parte o preparat znako-
wanv la,dioaktywnym chlo,rem przekorrrywując,c udo-
woCniły brak akumulacji pr,oduktów orzemiany di-
chlorvos w t]tankach Niezależnie od d;roei wprowa-
c,]zenia cl_, o,rganizmu dichlcrrvo,s ulega odtoksycznieniu
i rozoaCołr,i. 
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