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Wspobtczesne poglgdy na taksonomie i role w patologii
gramujemnych, niezarodnikujacych
pateczek beztlenowych

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Taksonomia

Niezarodnikujagce gramujemne paleczki bez-
tlenowe obecnie sg zaliczane do rodziny Bac-
teroidaceae. Jednak ich taksonomia rodzajowa i
gatunkowa, pomimo intensywnych badan, jest
ciggle jeszcze nierozpracowana. Za jedng =z
pierwszych prob klasyfikacji uznaé nalezy pro-
pozycje Castellaniego i Chalmersa (14) wigcza-
jaca wszystkie niezarodnikujace paleczki beztle-
nowe bez wzgledu na sposob barwienia Gramem
do rodzaju Bacteroides. Powyzsza klasyfikacja
zostala przyjeta przez autoréow pierwszego wy-
dania podrecznika Bergeya i wsp. (11). W 1923
r. Knorr (23) zaproponowal wydzielenie beztle-
nowych wczecionowcdéw gramujmnych w od-
dzielny rodzaj Fusobacterium. W obrebie po-
wyzszych rodzajow jedynym kryterium klasy-
fikacyjnym byly poczatkowo wlasciwosci mor-
fologiczne zarazka. Pdzniej Eggerth i Gagnon
(18) wprowadzili w charakterze dalszych kry-
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teridw takze testy biochemiczne. Zostaly one
na szeroks skale wykorzystane w niezwykle
szczegdlowej systematyce francuskiej i angiel-
skiej (13, 25). Nalezy jednak podkresli¢, ze za-
réwno wlasciwo$ci morfologiczne jak i bioche-
miczne stanowig dla nowoczesnej szczegblowe]
taksonomii beztlenowcéw niezarodnikujgcych
kryteria zbyt malo pewne i1 niewystarczajgce.

W aktualnej systematyce Breeda i wsp. (13)
niezarodnikujgce gramujemne paleczki beztle-
nowe zostaly zgrupowane w rodzinie Bacteroida-
ceage, W 4 rodzajach:

a) Bacteroides (30 gat., paleczki niepleomor-

ficzne, konce okragle, §rednica 0,3u);
b) Fusobacterium (6 gat., paleczki niepleo-

morficzne, konce wydluzone, drednica
0,3w);

¢) Dialister (2 gat., niepleomorficzne, §rednica
0,15u);

d) Sphaerophorus (18 gat., paleczki wybitnie
pleomorficzne z tendencjg tworzenia sfero-
idow).
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Powyzsza systematyka, zwlaszcza w odniesie-
niu do gatunkow bakteryjnych, jest w praktyce
laboratoryjnej bardzo czesto niemozliwa do za-
stosowania. Wynika to przede wszystkim z nie-
stalosci cech morfologicznych i biochemicznych
stanowigcych jej =zasade taksonomiczng. W
zwigzku z tym wydaje sie, ze wiele slusznosci
majg Wilson i Miles (36), ktorzy kazdg szczego-
lowg kwalifikacje gatunkows tych drobnoustro-
jow uwazaja na razie za przedwczesna.

Podstaw «dla nowoczesnej systematyki bez-
tlenowcow niezarodnikujgcych poszukuje sie
obecnie przez okreélanie kierunku metabolizmu

i GC%

oraz wlasciwosci enzymatycznych i antygeno-
wych. Szczegélne znaczenie posiada badanie
metabolitycznej rozbudowy glukozy i treoniny
(4, 8). Powyzsze wlasciwosci metaboliczne oraz
dodatkowo wrazliwosc¢ zarazka na zoté bydleca i
wartos¢ pH hodowli w bulionie z glukozg sta-
nowig zasadnicze kryteria klasyfikacji wedlug
Beerensa i wsp. (5, 6). Zaleta systematyki Be-
erensa i wsp. (6) jest wykorzystanie stosunkowo
pewnych podstaw klasyfikacyjnych zwigzanych
z metabolizmem zarazka, natomiast powazng
wadg jest koniecznosé stosowania klopotliwej
metodyki oznaczania enzymow i ostatecznych
produktow ich dzialania tj. kwaséw tluszczo-
wych. Dlatego duze znaczenie praktyczne posia-
dajg badania nad uproszczeniem tej pracochlon-
nej metodyki. Znalazly one wyraz w badaniach
Beerensa i Castel (4), ktorzy opracowali stosun-
kowo prosty test z blekitem Nilu dla oznaczenia
dehydrogenaz treoniny. Czesto jednak badanie
powyzsze nie wystarcza gdyz, jak wynika z ba-
dan Guillaumie i wsp. (21), proces enzymatycz-
nej rozbudowy treoniny do kwasu propionowe-
go moze zachodzi¢ takze w nastepstwie dziala-
nia dezaminaz treoniny. Najbardziej odpowied-
nia metoda oznaczania tych enzyméw w opar-
ciu o spektrofotometrie zostala podana przez
Lessie i Whiteleya (24).

Klasyfikacja wedlug Beerensa i wsp. (6)
wprowadza podzial gramujemnych beztlenow-
cow niezarodnikujacych na 5 rodzajéw w opar-
ciu o wytwarzanie kwasu propionowego z fre-
oniny i maslowego z glukozy (paleczki Fuso-
bacterium i Sphaerophorus) oraz kwasu maslo-
wego z glukozy bez zdolnosci wykorzystania
treoniny (pateczki Ristella i Dialister). W po-
wyzszej systematyce pateczki, ktore nie produ-
kuja kwasu propionowego i mastowego z treo-
niny i glukozy sg zaliczane do rodzaju Egger-
thella. Wsrod paleczek rodzaju Eggerthella w
zalezno$ci od zachowania sie w podlozu z zolcig
wyrédznia sie 2 reprezentatywne gatunki tj. E.
convexa (stymulacja wzrotu) i E. Barnes—Gold-
berg (inhibicja wzrostu) (9).

Niektére nowoczesne propozycje w takso-
nomii gramujemnych paleczek beztlenowych
uwzgledniaja takze réznice w skladzie zasad
DNA (27, 30). Jednak oparcie klasyfikacji bak-

AT
glukozy i treoniny, wspoélczynnika Gie
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terii wylacznie na tej podstawie daje takze wy-
niki niezbyt pewne. Czesto bowiem zdarza sie,
ze nawet drobnoustroje zupelnie odrebne po-
sladaja zblizone wspbélczynniki zasad DNA. Nie-
mniej jednak badania DNA sg uzyteczne dla
okreslenia taksonomii rodzaju. Ostatnio np. wy-
korzystane zostaly w systematyce francuskiej z
1966 r. (27). Wedlug tej systematyki gramujem-
ne paleczki beztlenowe =zalicza sie do rzedu
Bacteriales, ktéory obejmuje 3 rodziny:

1. Parvobacteriaceae (paleczki gramujemne
0,3X0,15 n i 1,8X0,6 n) z rodz.:

a. Pasteurella (5 gat., paleczki bipolarne);

b. Dialister (2 gat., paleczki przesgczalne
przez filtry Berkefelda V i Chamberlanda L2);

2. Ristellaceae (pateczki gramujemne 1 — 3
X055 —12pi6— 20X0,5— 1,2 u) z rodz.:

a. Ristella (33 gat, 21T 14 ruch —,

G+C
otoczka —j;
b. Capsularis (3 gat., otoczka -+, ruch —);

A4T
c. Zuberella (12 gat., crc 116, ruch +).
3. Sphaerophoraceae (paleczki gramujemne
pleomorficzne tworzace sferoidy) z rodz.:
a. Sphaerophorus (21 gat., ?Tig 1.9, ruch

—);

b. Sphaerocillus (3 gat., j.w. ale ruch +).

Niedawno Barnes i Goldberg (3) za pomocg
taksonomii numerycznej dokonali zréznicowa-
nia niezarodnikujgcych paleczek beztlenowych
na 4 fenony obejmujgce szczepy:

1. Sphaerophorus, Fusobacterium i Bac. me-
lanincgenicus;

2. Bacteroides;

3. 1 4. pochodzgce od ptakow.

Zasadnicze cechy tych fenondéw sg nastepu-
jace:

1. Paleczki Sphaerophorus i Fusobacterium
produkowaly kwas propionowy z treoniny, kwas
masltowy z glukozy, wyrastaly na podlozu z zie-
lenig brylantowa w koncentracji 1:100 000 oraz
zakwaszaly bulicn z glukozg do pH 5,6 — 6,5.
Ponadto szczepy Sphaerophorus wytwarzaly le-
cytynaze, produkowaly kwas propionowy, octo-
wy 1 mastowy w bulionie z glukozg oraz gaz.
Polimyksyna B hamowala ich wzrost w steze-
niu 10 ug/ml, natomiast zol¢ wykazywala dzia-
fanie stymulujace. Szczepy Fusobacterium
przedstawialy sie jako palteczki o ostrych kon-
cach, nie wytwarzaly lecytynazy i hemolizyn
oraz kwasu propionowego w bulionie z glukoza.
Ponadto byly hamowane przez dodatek zdlei do
podloza 7 glukozs.

Szezepy Bact. melaninogenicus pod wzgledem
morfologii, wytwarzania kwasu mréwkowego,
octowego 1 masicwego oraz fermentacji niekt6-
rych weglowodandw zblizone byty do Sphaero-
phorus. Natomiast odréznialy sie od Sphaerop-
horus i Fusobacterium produkcja barwnika,
wrazliwoscig na zielen brylantows i opornoscig
na polimyksyne B. Ponadto szczepy tego fenonu
nie rozbudowywaly treoniny.
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2. Szczepy okre$lone jako Bacteroides nie
wytwarzaly kwasu propionowego z treoniny
i mastowego z glukozy, silnie zakwaszaly bulion
z glukozg do pH 4,6 — 5,5, fermentowaly wiek-
szoé¢ weglowodandw, a w stosunku do zdlei wy-
kazywaly znaczne réznice we wrazliwoscei.

3. Szczepy ptasie wyodrebnione z kalu kur
mialy cechy wspdlne dla Sphaerophorus i Bac-
teroides. _

4. Szczepy wyodrebnione z kalu kur, kaczek
i indyka, byly wybitnie pleomorficzne, lecz nie
wytwarzaly kwasu maslowego z glukozy.

Trudnosci na jakie napotyka taksonomia bez-
tlenowcéw niezarodnikujgcych doprowadzita
niektérych autoréw do wprowadzenia powaz-
nych uproszezen klasyfikacyjnych. Tendencje
takie zaznaczyly sie w USA np. w propozycji
Finegolda i Millera (20), zakladajgcej podzial
tych drobnoustrojéw na 5 grup: Bacteroides
fragilis, B. melaninogenicus i B. oralis oraz
Sphaerophorus i Fusobacterium. Powyzszy po-
dzial zostal dokonany gléwnie na podstawie
kierunku metabolizmu treoniny 1 glukozy,
wplywu zélei na wzrost, pH hodowli w bulio-
nie z glukozg oraz czeSciowo wlasciwosei fer-
mentacyjnych i morfologicznych.

W zwigzku z uzyskanymi u beztlenowcow
niezarodnikujgcych wynikami badann nad skla-
dem DNA, antygendéw i enzyméw powstala
mozliwo§é dalszych uproszezen taksonomicz-
nych na drodze zredukowania ilosci rodzajow.
Badania Sebald (29) dotyczace struktury DNA
wykazaly bowiem, ze u paleczek beztleno-
wych z rodzaju Sphaerophorus i Fusobacterium
GC% wynosi 34,3, a u pateczek rodzaju Bacte-
roides, Ristelle i Eggerthella GC% — 417.
Rowniez badania Suzuki i wsp. (32) wskazaly
na S$cisty genetyczny zwigzek zachodzacy po-
miedzy drobnoustrojami Sphaerophorus i Fuso-
bacterium. Werner i Sebald (35) serologicznie
wykazali, ze pomiedzy pateczkami grupy Spha-
erophorus i Fusobacterium z jednej strony, a
pateczkami Bacteroides, Ristella i Eggerthella
z drugie] istnieje réwniez odrebnosé antygeno-
wa. Ostatnio Keudell i Goldber (22) zwrocili
uwage na znaczenie skladu dehydrogenaz w
roznicowaniu gramujemnych paleczek beztleno-
wych. Okazalo sie bowiem, ze paleczki Spha-
erophorus i Fusobacterium nie zawieraja w
przeciwienstwie do paleczek Bacteroides dehy-
drogenazy kwasu jablkowego i glukozo-6-fosfo-
ranowej.

Na podstawie powyzszych wynikéw badan
Miedzynarodowy Komitet Nomenklatury Dro-
bnoustrojéw w 1970 r. zaproponowal zgrupowa-
nie wszystkich niezarodnikujgcych paleczek
beztlenowych w 2 rodzaje Fusobacterium i Bac-
teroides.

Wyjatkowe trudnosei napotyka klasyfikacja
gatunkowa beztlenowcéw niezarodnikujacych.
W aktualnie obowigzujacych systematykach sto-
sowane jako kryteria taksonomiczne wladciwos-
ci  morfologiczno-hodowlano-biochemiczne sg
malo stale i pewne. Réwniez ograniczone zna-
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czenie dla ustalenia pozyecji gatunku posiada
wspolezynnik GC%, gdyz czesto jest on podobny
nawet u calkowicie odrebnych beztlenowcow i
dlatego nie moze stanowié¢ jedynej zasady iden-
tyfikacji gatunku. Dopiero zespdt wyzej wspom-
nianych cech, uzupeliony przez wlasciwosci
antygenowe, hemaglutynacyjne, hemolityczne,
enzymatyczne i patogenne musi byé uzyty do
scharakteryzowania gatunku. W oparciu o za-
sade badania wszystkich tych wlasciwosci pod-
dano krytyce stanowisko Prevot (25) przyjmu-
jace odrebnoé¢ gatunkows laseczek Fusobact.
necrophorum, Fusobact. funduliformis 1 Fuso-
bact. pseudonecrophorum. Beerens i wsp. (7)
oraz Wattre i wsp. (33) wykazali bowiem, ze
powyzsze drobnoustroje stanowia jedynie mu-
tanty A, B, C lub w terminologii Fievez (19)
typy jednego gatunku Fusobact. mecrophorum,
rézniace sie miedzy sobg wlasciwos$ciami he-
maglutynacyjnymi, hemolitycznymi, czedciowo
antygenowymi i patogennoscia.

Rowniez watpliwosei budzi pozycja niekto-
rych gatunkéw w rodzaju Bacteroides. Dla przy-
kladu podam, ze drobnoustroje okre§lone jako
Egg. clostridiiformis i F. biacutum nie posiada-
ja zadnych zwigzkéw antygenowych z palecz-
kami rodzaju Bacteroides i Fusobacterium. Po-
nadto wykazano, ze powyzsze drobnoustroje w
podlozu RCM produkuja zarodniki. Stwierdzo-
ne odchylenia w tych wlasciwosciach staly sie
podstaws do wylaczenia drobnoustrojéw Egg.
clostridiiformis i Fusobact. biacutum z rodziny
Bacteroidaceae.

W skladzie mikroflory jelitowej czlowieka
przyjmuje sie obecnie istnienie 5 referencyj-
nych gatunkéow paleczek tej grupy a mianowi-
cie: B. convexa, B. thetaiotaomicron, B. vulga-
tus, B. ovatus i B. distasonis (10, 34). Paleczki
B. convexa sg niejednolite i wykazujg antyge-
nowe zréznicowanie na szereg serotypéw (35).

Dotychczas nie zostala ostatecznie jeszcze
ustalona w taksonomii pozycja pateczek B. me-
laninogenicus. Okazalo sie bowiem, Zze powyzsze
drobnoustroje pod wzgledem skladu DNA i nie-
ktérych wlasciwosei metabolicznych sg zbliZone
do paleczek rodzaju Bacteroides, podczas gdy
wlasciwod§eiami meoerfologicznymi i wrazliwoscig
na barwniki odpowiadajg raczej pateczkom Fu-
sobacterium.

Rola beztlenowych paleczek niezarodnikujacych
w patologii.

Znaczenie w patologii paleczek rodziny Bac-
teroidaceae wynika z ogélnego postepu, jaki
ostatnio dokonal sie w medycynie i biologii.
Zastosowanie bowiem lekéw immunodepresyj-
nych i cytostatycznych, a w szczegdlnosci kor-
tizonowveh 1 radioterapii stato sie gléwnym
czynnikiem aktywujacym chorobotworcze dzia-
lanie tych drobnoustrojéw.

Podobna role aktywuiaca spelnia réwniez nie-
fizjologiczne odzywianie zwierzat w szeroko
rozwijanym obecnie systemie tuczu przemysto-
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wego. Posrednic réwniez antybiotykoterapia
wplywa na selekcje zwlaszeza paleczek Bacte-
roides obdarzonych duzg opornoscig.

Wzrastajaca role beztlenowych paleczek nie-
zarodnikujacych w patologii czlowieka ilustru-
ja dobrze dane autoréw francuskich (30). Wy-
nika z nich, ze w laboratoryjnej praktyce me-
dycznej udzial niezarodnikujgcych paleczek bez-
tlenowych w przypadkach dodatnich hemokul-
tur jest b. wysoki i wynosi 10 — 20%. Naj-
czeSciej przy tym izolowana jest pateczka B.
convexa. Rezerwuarem niezarodnikujacych pa-
teczek beztlenowych jest wylacznie organizm
zwierzecy, gléwnie blony sluzowe przewodu po-
karmowego, moczowo-plciowego oraz skora,
gdzie stanowia dominujacg mikroflore bakteryj-
ng (20). Ogdélnie przymuje sie, ze wickszosé in-
fekeji wywolanych przez powyzsze drobno-
ustroje jest pochodzenia endogennego. W od-
noénych procesach chorobowych pateczki bez-
tlenowe wystepuja zwykle lgcznie z innymi
drobnoustrojami jelitowymi (2).

Paleczki Bacteroides stanowig okoto 50% mi-
kroflory jelita grubego u czlowieka. Sposréd
nich dominujg gatunki Bact. thetaiotaomicron
i Bact. vulgatus. Infekcje wywolane przez pa-
leczke Bacteroides przebiegajag u czlowicka w
postaci zlokalizowanych ropief jako ,,pleuritis”,
»cholecystitis”, ,appendicitis”, ,,endometritis’”,
»meningitis” itp. oraz jako uogdlnienie posocz-
nicowe (2). Patogenno$§é tych drobnoustrojow
jest zwigzana gléwnie z Bact. convexa. Réwniez
powazne znacgenie w patologii czlowieka po-
siada paleczka Bact. melaninogenicus spotyka-
na czesto w mieszanych infekcjach, gléwnie o
charakterze ropnym. Natomiast wg Prevot (26)
u zwierzat paleczki Bacteroides sa rzadkim
czynnikiem chorobowym.

W patologii zwierzat szczegoélne znaczenie po-
siada paleczka Fusobacterium necrophorum.
Drobnoustréj ten wystepuje jako pierwotny
czynnik przyczynowy w zanokcicy owiec (12,
17, 28), w ropniach watroby zwierzat tuczonych
(1, 15) i1 tzw. ,digital suppurative” owiec. W
przypadku zanokcicy owiec, paleczka Fusobact.
necrophorum wspoéldziala synergistycznie z nie-
zarodnikujaca, beztlenowsa paleczks Fusobact.
nodosum. Powyzszy synergizm polega na pro-
dukowaniu przez Fusobact. nodosum cieplood-
pornego czynnika wzrostowego dla Fusobact.
necrophorum. Natomiast Fusobact. necropho-
rum wytwarza egzotoksyne, ktora paralizuje fa-
gocytoze makroorganizmu i w ten sposéb za-
pewnia przetrwanie w tkankach pateczki Fuso-
bact. nodosum. Rozw6j charakterystycznych ob-
jawéw chorobowych zanokcicy owiee jest uwa-
runkowany wlasciwosciami biologicznymi pa-
teczki Fusobact. nodosum w zakresie produkcji
silnych proteaz (12, 16). Natomiast pateczce Fu-
sobact. necrophorum przypisuje Roberts i Eger-
ton (28) inicjacje schorzenia przez spowodowa-
nie ,dermatitis interdigitalis”, a po6zniej zmian
zapalno-martwiczych w postaci ,hiperkerato-
zy” i ,,parakeratozy”.
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Ponadto paleczce Fusobact. mnecrophorum
przypisuje sig role etiologiczng w wywolywaniu
ropni watroby u tuczonego bydia (1,15, 31). W
tym przypadku duze znaczenie posiada dziala-
nie czynnika zZywieniowego prowadzgce do
STumenitis” i zatorow drobnych naczyn watro-
by (31). Wg Smitha (31) duza czestotliwosé wy-
stepowania tego schorzenia dochodzaca u tuczo-
nego bydla nawet do 60% jest przyczyng po-
waznych strat gospodarczych.

Charakterystyczng wlasciwoscia pateczki Fu-
sobact. necrophorum jest takze dzialanie wikla-
jace w szeregu schorzen etiologii wirusowej,
przy ropniach pluc cielat, przy ,,rhinitis”, przy
dyzenterii §win i grudzie koni.

Mechanizm dzialania chorobotworczego nie-
zarodnikujacych paleczek beztlenowych jest
wyjatkowo zlozony. Wigze sie on gléwnie ze
zdolnodcig tych bakterii do wytwarzania en-
zymoéw ulatwiajacych penetracje tkanek. Spos-
r6d nich wymienié nalezy kolagenaze szczepow
Bact. melaninogenicus, heparynaze i neurami-
nidaze Bact. convexa, elastaze Fusobact. nodo-
sum. Ponadto pewne znaczenie moga posiadaé
sympleksy lipido-wielocukrowo-biatkowe o ce-
chach endotoksyn oraz aminy toksyczne, a
zwlaszeza histamina, tryptamina i tyramina
produkowane w znacznych ilosciach przez licz-
ne niezarodnikujgce beztlenowce. Powyizsze
wladciwosci chorobotwoérezego oddzialywania
niezarodnikujacych pateczek beztlenowych na
makroorganizm sa ujawniane w endogennych
infekcjach, powstajgcych stosunkowo czesto w
warunkach wspolczesnej terapii przy stosowa-
niu kortizonéw, cytostatykéw, antybiotykéw
i immunodepresoréw. Dlatego sluszny wydaje
sie byé poglad Sebald (30), ze powyzsze drob-
noustroje sa zakaznymi czynnikami nie tylko
choréb terazniejszosci ale i przyszlosci czlowie-
ka i zwierzat.
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Wstepne badania nad czynnym
uodpornianiem drobiu przeciw pasterelozie

Z Instytutu Weterynarii w Putawach

Pastereloza powoduje znaczne straty w ho-
dowli drobiu w wielu krajach, w tym roéw-
niez w Polsce (5, 12, 14). W ostatnich latach
szczegOlnie waznym problemem stala sie u
nas pastereloza gesi, powodujaca duze straty
w gospodarce uspolecznionej. Stosowane w ta-
kich przypadkach postepowanie, polegajace na
podawaniu preparatéw chemoterapeutycznych,
jest kosztowne 1 czesto nie daje pozadanego
efektu. Wydaje sie, ze najbardziej skutecznym
i wlasciwym, ze wzgledéw ekonomicznych,
sposobem walki z tg chorobg byloby czynne
uodpornianie drobiu przeciw pasterelozie. Do-
tychczas w skali miedzynarodowe]j, w tym
réwniez i w Polsce, odczuwa sie brak szcze-
pionki chronigcej ptactwo w dostatecznym
stopniu przed zakazeniem zjadliwymi szczepami
Past. multocida.

Majac powyzsze na uwadze podjeto bada-
nia, ktorych celem byly proby opracowania
skutecznej szczepionki przeciw pasterelozie
drobiu. W badaniach tych uwzgledniono pra-
ce szeregu autoréw zagranicznych, ktorzy
uzyskiwali zachecajace wyniki przy uodpornia-
niu ptakéw doswiadczalnie przygotowanymi
szczepionkami inaktywowanymi (1, 6, 7, 8, 9,
10), lub zywymi -— zawierajacymi atenuowa-
ne szczepy Past. multocida (2, 3, 4, 11). Do-
bér szezepéw do sporzgdzania doswiadezal-
nych szczepionek oparto na poprzednich ba-
daniach wlasnych (13).

W niniejszej pracy postanowiono przygoto-
waé 1 zbadaé na skutecznod§é szezepionke: ina-
ktywowang formaling, inaktywowang termicz-
nie oraz zywa, zawierajgcg szczep Past. mul-
tocida o bardzo matej zjadliwosci dla drobiu.

Material i metody

Szczepy bakteryjne. Do przygotowania szczepionek
inaktywowanych uzyto szczep nr 97, wyizolowany od
gesi padlej na ostra postaé pasterelozy. Szczep ten na
podstawie badan biochemicznych, serologicznych i im-
munologicznych zostal zaliczony do najczeSciej w Pol-
sce wystepujacego u drobiu typu Pasteurella multo-
cida (typ II wg Tereszczuka). Szczepionke Zywa przy-

gotowano ze szczepu nr 20, wyizolowanego z kury pad-
tej na przewlekls postaé pasterelozy. Szczep ten, jak
wykazano w poprzednich badaniach wlasnych (13),
r6znil sie od wiekszo$ci szczep6w wyosobnionych z
drobiu wladciwosciami biochemicznymi, serologicznymi
oraz stopniem zjadliwosei dla kurczat i gesi.

Do zakazania uodpornionych zwierzat uzywano
oprécz szczepu homologicznego réwniez szezep nr 67,
wyosobniony z ostrej formy pasterelozy kur, oraz
szezep nr 3, pochodzacy z przewleklej postaci tej cho-
roby.

Przygotowanie szczepionek inaktywowanych. Po 16
godzinach namnazania na agarze szczepu nr 97 spluki-
wano wyroste kolonie 7-dniows hodowlg bulionows
tegoz drobnoustroju. Po dokladnym wymieszaniu za-
wiesiny w kolbce z peretkami oznaczano metoda ptyt-
kowa Kocha jei gesto§é, ktéra wynosita okolo 20 mi-
liardow bakterii w 1 ml. Zawartosé kolbki dzielono na
dwie czeéci. Do jednej dodawano 0,2% formaliny i po-
zostawiano przez 48 godzin w temperaturze 37°C, dru-
ga natomiast inaktywowano w }aZni wodnej przez 30
minut w temperaturze 70°C. Celem sprawdzenia sku-
tecznodei inaktvwacji, posiewano szczepionki na dwie
probéwki z bulionem zwyklym i dwie z agarem, za-
wierajageym 5% surowicy. Nieszkodliwo$é uzyskanych
preparatow sprawdzano, szczepige podskérnie po 2
myszki biate dawka 0,2 ml.

Badanie wartoSci ochronnej szczepionek. W przy-
padku stwierdzenia braku zanieczyszczent bakteryj-
nvch i nieszkodliwo$ei szczepionek, uodporniano nimi
zwierzeta doSwiadcezalne. Kurczeta 14-tygodniowe i ku-
ry otrzymywaly podskérnie po 1 ml, a gesi po 2,5 ml
szezepionki. Po 7-dniowej przerwie stosowano pow-
térne szczepienie takimi samymi dawkami.

Po uplywie trzech tygodni od ostatniego szczepienia
dzielono ptaki na 6 grupo, po 3 kurczeta i 2 gesi w
kazdej grupie. Poszczegélne grupy zakaZzano domies-
niowo wzrastajacymi rozcieniczeniami danego szczeou
w dawece 0,25 ml. Szezepami ur 3 i 67 zakazano ptaki
w rozecieficzeniach od 10-2 do 10-7, natomiast szcze-
pem nr 97 od 10-% do 10-8. Réwnolegle w ten sam
sposéb zakazano taka samg liczbe ptakéw Kkontrol-
nych. Z krwi padltych zwierzat sporzgdzano preparaty
mikroskopowe i barwiono je metodg Lofflera, a na-
rzgdy wewnetrzne oraz krew wysiewano na agar z
krwia.

Po 7 dniach od daty zakazenia okreslano, na pod-
stawie upadkéw w grupie kontrolnej, dawke $mier-
telna danego szezepu (najwyzsze rozcieficzenie zarazka
powoduigce émieré 100% zwierzat). Pordwnujge, w od-
powiednich grupkach, upadki zwierzat uodpornianych
w stosunku do zwierzat kontrolnych, okreslano iaka
wartoéé ochronna posiadata badana szczepionka. Jesli
np. padly zwierzeta kontrolne w grupach zakazonych
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