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MARIAN TRUSZCZYNSKI. JOZEF PILASZEK

Oceno metod izolocji i identyfikocji
gotunków Mycoplosmotoles występujqcych u bydło

z zaF'ładu Mikrobiologii Instytutu weterynarir w Puławach

Metodyka izolacji i identyfikacji gatunków
MEcoplasnl,atqles stanowi zagadnienie wyma-
gające wctąż lepszego niż dotychczas opracowa-
nia. Konieczne jest to ze względu na potrzebę
dokładniejszego określenia ich roli rv wywoły-
r,vaniu chorob oraz jako podstawa ich rozpo-
znawania. Względy te w pełni odnoszą się do
przedstawic ielt Mg c oplaslllat ale s występu j ących
u b;,dła.

Zgodnie z dotychczasowym sta_nem r,viedzy w
etiologii enzootycznej pneumonii bydła (11, 25,
30) znaczenie wydają się mieć mykoplazmy T
(l4), M. bouirhinis (15, 20, 27\, M. dżspal, (.B, tZ,
13, 28) t M. argż,rńnż (I8). M. agalactżae uar, bo-
ożs oraz M. bouigenżtalźum mogą wywołac
zmiarry chorobowe układu płciowego i gruczo-
łólv n-rlecznych (1, 5, 6, 17, l9). Acholeplasma
(A) lażdlatuźi, YL atlłtilescens i A. modżctLT,L wy-
stępują u bydła równiez, Iecz uważane są za
niechorobotwórcze, Znane są jednak d.oniesie-
nia o udanym eksnerymentalnym za\<ażer,łu
cieląt ,4. mcCicun (4).

Izolacja mykoplazm iest trudno. Do wzrnstu
rv;zmagają podłoży specjalnych. I)otychcza.; rv

tym celu uzywano podłoża \rF wg Barbera i.

Fabricanta (3), E wg Robel,tsa i Pijoana (2ś),
HP wg Whisttiestone'a (31) oraz wiele innych
(2, 9).Brak jest jednak badan nad ror,vnoczesną
oceną kilku z nich pod kątem największe j przy-
datności do izolacji mykoplazm z tkanek zwie-
r-zęcych.

Oprócz izolacji istotna jest identyfikacja i,vv-
hodowanych drobnoustiojów. W tym celu uży-
lva się głównie metod serologicznych (7, 16,
20, 2I, 22). Brakuje jednakże jedrroznaczne.j
oceny odnośnie ich wartości w określaniu pt,zy-
należności gatunkowej mykoplazm, występu-
jących u bydła.

Z podanych wzgiędóvr przedmiotem niniej-
szych badań było ustalenie, które ze stosowa-
nych metod izolacji i identyfikacji m5"koplazm
występujących u bydła są najbardziej przydat-
ne do tego celu.

Mateliał i metody

Szczepy bakteryjne, Jako szczepów wzorcowych
użyto po jednym szczeple M. boDirhinżs i M. dżspar.
Szczepy te otrzymano z instytutu Mikrobiologii Uni-
rversytetu w Arthus - Dania. Użyto również szczepów
M. agalactiae uar. bouis i M. boużgenitalium. Oirzy-
mano je z Instytutu Chorób Bakteryjnych w Jenie -NRD oraz szczep A. modźcum z Instytutu Weterynarii
w Brnie - CSRS.

Podłoża. Do izolacji i namnażania mykoplazm słu-
żyły jednocześnie cztery rodzaje pożywek,

Podłoża VF wg Barbera i Fabricanta, E wg Ro-
beltsa i Pijoana oraz HP wg Whittlest64ę'ą - zostaly
opisane uprzednio (29). Stosowano również pcldłoże
HP, w modyfikacji własnej. Polegała ona na zastąpie-
niu w podłożu HP bulionu z płuc świń, takim samym
bulionem, lecz sporządzonyrn z płuc cieląt oraz suro-
wicy świń - surowicą cieląt.

Materiał do izolacji szczepów, Do badań użyto 24
wycinki z płuc, pobrane od cieląt poddanych ubojo-
r,vi W płucach tych były zmiany anatomopatologiczne,
wskazujące na zapalenie płatów szczytowycll. UżyŁo
r,órvnież 24 próbek rł,ymazów z nosa cieląt pochodzą-
cych ze stada, w którym stwierdzono w dużym od-
setku schorzenia płuc o nieustalonej etiologii.

Zwierzęta doświa-dczalne. Do produkcji surowic od-
pornościorł,ych użyto 12 królików białych o ciężarze
około 2 kg, pochodzących z hodo-wli rvłasnej Instytutu
Wetelynarii rł, Puła."vach.

Sulorr.ice odpolnościowe Otrzymano je poclobnie jak
\\r pfacy popi,zedniej (29).

Izolacja szczepów. Izolację szczepów z płuc cieląt
poddanl,ch uboiorvi wykonano rł,g metody opisanej
przez Ttltszczyńskiego i Pilaszka (29). Natomiast próbki
1lobrane z nosa cieląt, bl,ł;1, posiewane rv ten sposób,
źe lł.acikiem nż]sączonyn1 śluzem podczas wyrlazu z
iirmv nosolł,ej, posielvano wszy-Ętkie używane podłoża
stałe a następnie cały r,vacik zanurzano w 2 ml po-
ży,,vki VF i dokłirdnie lvvciskano jego zar,vartość. Pod-
lrlżił płynne prlsieu.ano doclając do 10 ml pożyrłlki 0,2
l-nl nłynu porł,stałego po rvymieszaniu pożyv,ki VF z
zarvirltościa rł,acika. Dalszą część izolacii przeprorł,a-
dzano lvg metody opisanej uprzednio (29).

Aglr,rtvnacię płytową i probówkową oI,az odczyn
zahanro-,r,ania lt,zrostu ulykonano jak rł' pracy uprzed-
trie.j (29).

Wyniki i omó,uvienie

Celem dośrviadczcń. których wyniki przed-
stawiono w tab. 1, była ocena przydatności
kilku pożywek do izolac,ii drobnoustroiów z
rodzaiu MEconlasma i Acholeplasmo, z płuc cie-
ląt" Stosorłzhne podłoża nadavrały sie Co ho-
dow]i szczepów standardowych użvtych w pTa-
cv. Szczepy wyizolowane identyfiko\,,/ano me-
todą aglutynacji probówkowej.

Z tab. 1 wynika, iż na 24 próbv izolacii, sto-
sując cztery różne podłoża, najwięcei (7 szcze.-
pów) wyosobniono na podłożu przygotowanym
wg Barbera i Fabricanta (VF). Najmniei szcze-
pów, bo 3, wyosobniono na podłożu HP1. Na
podłożu E wg Robertsa i Piioana wvhodołvano
5 szczepów a na podłożu HF r,lzg Whitt]estone'a
4 szczepy. Wyosobnione na p,ożvwkach przygo-
towanych wg Barbera i Fabricanta (VF) oraz
Whittlestone'a (HP) szczepy rnożna było zali-
czyć metodą aglutynacii probówkowei do
Łrzech gatunków mykoplazm: M. bouźrhźnżs,
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Tab. 1. Wyniki izolacji szczepów .odr"j;rrffuixtrlriT"o* 
r"!r"łi:;:ł.r-a 

z płllc cieląt przy zastosowaniu

Liczba
szczepów
wyosob-
nionych

Liczba
badanych
próbek

Podłoża
metody

przygotowano wg
opisanej przez:

Barbera i Fabricanta (VF)
Robertsa i Pijoana (E)
Whittlestone'a (HP)
Podłoże HP w- modyfikacji
własnej (HPr)

1

1

1

1

1

]

objaśnienia: *:wyosobnione szczepy określono metodą aglutynacji probóWkowej; **: w.grupie szczepów.nieokreŚlo-
nybh znajdorvały Śię szczepy reagujące z suTowicami diagnostycznymi olaz szczepy, nie dające się pasażować na pożyw-
kach płynnych.

7
5
4

ó

2
2
1

3
2
1

1

M. dlspar oIaz A. modżcum. Natomiast szczepy
izolowane na podłożu sporządzonym wg meto-
dy opisanej p,rzez Robertsa i Pijoana (E) oraz
na pozywce HP1 należały do gatunkór,v: M, dżs-
par i A. rnodl,curn. Stosorvane do określania
szczepów surowice anty-M. bouigenżtalium
i anty-M. agalactżae uur. boDis nie reagowały
dodatnio w próbie aglutynacji probówkor,vej z
żadnym z wyosobnionych szczepów.

W tab. 2 przedstawiono wyniki izolacji szcze-
pów rnykoplazrn ze śluzu pobraneg,o z jamy no-
sowej cieląt. W badaniach tych stos,owano te
same podłoża jak w tab. 1,

też z błony śluzowej jamy noso,wej - nadają
się rvszystkie ze stosowanych pożywek. Jednak
najbardziej przydatną do cego celu jest pożyw-
ka VF, sporządzona wg metody opisanej przez
j]arbera i Fabricanta oTaz pożywka E wg Ro-
bertsa i Pijoana. Obie są stosunkowo łatwe w
przygotowaniu, Za stosowaniem pożywki VF
przemawia również i to, że ,nie wymaga ona
składników importowanych.

W kolejnych doświadczeniach oceniono lvar-
tość kilku prób serologicznych do określania
przynależności gatunkowej mykoplazm" W tym
celu posłuzono się próbą aglutynacji probów-

Tab. 2. Wyniki izolacji szczepów rodzaju MEcoplasma i Acholeplasma z błotty śluzowej jany nosorvej
cieląt przy zastosowaniu kilku podłoży bakteryjnych

Podłoża przygotowane wg
metody opisanej przez:

Barbera i Fabricanta (VF)
Robertsa i Pijoana (E)
Whittlestone'a (HP)
Podłoże HPr

Liczba
szczepów
wyosob-
nionych

Szczepy
nieokre-
ślonex*

3
4
2
1

10
11

7

2
2
2,

3
2
1

2

2
3
2
2

objaśnienia: *, **: jak w tab. 1.

Z tab. 2 wynika, iż największą liczbę - II szcze-
pów wyosobniono na podłożu E wg Robeltsa i Pijoa-
na olaz na podłożu VF wg Barbera i Fabricanta -10 szczepów. Na podłożach HP wg Whittlestone'a i
HP, wyosobniono po 7 szczepów. Szczepy izolorvane
na każdym ze stosowanych podłoży udało się zaLiczyć
metodą aglutynacji probówkowej do: M. bouirhżnis,
M. ćlźspar lub A, modi,cum. żadnego z wyosobnionych
w pracy szczepów nie udało się okreśIić jako M. aga-
lactiae uar. bol:żs iub M. bouigenżtalium. Halen i An-
toine (15) oraz Shimizu i wsp. (27) szczepy izo]owane
od cieląt w większości przypadków określili jako M.
boużrhźnis a Gourlay i Leach (I2) oraz Mensik i wsp.
(23) wykazali wśród izolowanych szczepów r,v więk-
szości przypadków takie gatunki jair. M. boużrhinis i
M. d,ispar. Powyższe dane z 1iteratury wskazują na
to, że na stosowanych w pracy własnej podłożach, izo-
Iowano gatunki najczęściej rvystępujące u cieląt i nra-
jące znaczenie w etiologii schorzeń układu oddecho-
\ł,ego u tych zwierząt.

Z uzyskanych danych wynika, iż r,v celu izo-
lacji mykopłazm od cieląt zaróvtno z płLic, wy-
kazujących zrniany anatomopatologiczne, cha-
rakterystyczne dla enzootycznej pneumonii, jak

2lB

kowej, aglutynacji płytowej olaz odczynem za-
hamowania wzrostu, W tym ostatnim stosowa-
no krążki bibułowe nasączone surowicami od-
poInoŚcioWymi.

Tab. 3 i 4 zawierają wyniki badań wykonanych przy
tlżyciu próby aglutynacji płytowej i probówkowej.
IJżyto zawiesiny aglutynacyjne standardowych szcze-
pów M. boużrhinls, M. d,żspar, A. modlcum, M. bo-
uigenitalżum i M. aglactid,e Dar. bouis oraz surowice
królicze, swoiste dla wymienionych gatunków.

Z tab, 3 wynika, że w układach homologicznych
zawiesin aglutynacyjnych i odpowiadających im su-
rowic uzyskano zawsze odczyn najbardziej zaznaczo-
ny, określany jako ,,++++". Wynik dodatni okreś-
tany jako ,,+++i" uzyskano również w układach
heterologicznych zawiesin aglutynacyjnych i surowic
odpornościowych M. agalactiae uar, boużs otaz M. bo-
uigeni,talium, Wyniki te świadczą, iż próba aglutynacji
płytowej nie nadaje się do różnicowania użytych w
pracy przedstawicieli gatunków M. agalactźae Dar,
boużs i M. bouźgenitalium. Odczyny określane jako
,,ł-|" postanowiono ptzyjąć podobnie jak to określał
Pilaszek (24) w odniesieniu do szczepów izolowanych
od świń, jako nie wskazujące na wynik dodatni, Wy-
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Tab.3. Aglutynacja płytową zawiesin aglutynacyjnych szczepów wzorcowych mykoplazm oraz surowic
króiików uodpornionych tymi szczepami

Surowica
M. boużrhżnźs M. di,spar A, modźcum M. aoalactiae M, bouigeni-

taliumAntygen

M. bouirhżnis
M. dispar
A. modi,cum
M, agcllactiae
M. boui,genitali,urn

++++

++
++++

++

++
++*L** +

++++
++++

T
++++
++++

objaśnienia: łłl--|: odczyn dodatni występujący do 1 minuty; +łł: odczyn doda,tni \l/ystępujący do 2 minut; ++:
odczyn doda ni Występujący do 3 rninut; - : br ak odczynu dodatniego,

stępujących r,v dośrviadczeniu reakcji krzyżowych nie
udało się uniknąć przez inaktyrvowanie stosowanych
surolłric lł, temperaturze 56oC przez 30 minut. Suro-
r,l,ice takie dawały wyniki identyczne jak przed inak-
tyl,r,acją,

tżae i M. bouigenżtalżum. Reakcje krzyżowe w
aglutynacji probówkowej wykazali również
Harbourne i wsp. (16) oraz Bokori i wsp. (4).

Stosując do badań odczyn zahamo\Mania

Tab.4. Aglutynacja probówkowa wzorcowych zawiesin aglutynacyjnych oraz odpowiadających im
surowic odpornościowych

Surowica
IlL bouźrhi,ni,s M. di,spar A, modicum

256

M. agatracti,ae M. bouźgeni,-
tali,umAntygen

M. bol:źrhżnis
M. dźspar
A. modżcum
M. agalactiae uar, bouźs
M. boużgenżtalźum

256 *

256
o 8

L28
16

;
16

128

objaśnienia: + : najwyższe rozcieńczenie surowicy, w którym

Jak widać w tab. 4, reakcje krzyżowe w
układach heterologicznych zawiesin aglutyna-
cyjnych i surowic odpornościowym uzyskano
też w próbie aglutynacji probówkowej, Iecz
były one mniej zaznaczone. Najwyższe miano
współagiutynacji w tym przypadku wynosiło
16, natomiast w układach homologicznych uzy-
skano miana od 12B do 256. Antygen M. bouż-
genitalżum reagował z surowicą anty-Nl. aEa-
luctżq.e uar. boużs w najwyższym rozcieńczeniu
1 : 16, podobnie jak antygen M. agalactiae Dqr.
bouźs z surowicą anty-M. bouźgenżtalżum. Za-
tem odczynem aglutynacji probówkowej prze-
ciwnie niż płytowej, możliwe było odróżnienie
tych dwóch gatunków Mycoplasma.

1vystąpił odczyn odatni, ** : b],ak odczynu dodatnieBo.

wzrostu zachowano podobny układ doŚwiad-
czenia jak w tab. 3 i 4. Wyniki przedstawiono
w tab. 5.

Wyniki przedstawione w tab. 5 rvskazują na to, że
najlviększą strefę zahamowania lvzrostu obserwowa-
no rł, układach homologicznych, strefa ta była wyraź-
nie zaznaczotla i w przypadku szczepów dobrze losną-
cych widoczna była gołym okiem. Średnica jej waha-
ła się w granicacl-t od 15 do 20 mm (.vliczając średni-
cę krążka). W ulrładach heterologicznyclr obserwowa-
no w niektórych przypadkach również śtrefę zahamo-
wania rł,zrostu .,vokół krążkórv nasączonych surowicą
Iecz była ona bardzo matra - mniejsza niż B mm
(wliczając również średnicę krążka). Najczęściej wi-
doczna była ona dopiero przy 50-krotnym powiększe-
niu mikroskopu świetlnego. Próba wzrostu okazała się

Tab. 5. Odczyn zahamowania wzl,ostu przez surowice odpornościorve królikórv uodpornionych
użytymi w doświadczeniu szczepami wzorcowymi mykoplazm

Surowica _looulTnlnLs j

]

anty:
]\lw
l

M. di,spar A. modżcum

-]-

l--

bou żg enit alźu*\ tW. oo atoctł,oe
Szczep

M. boui,rhżnżs
M. d"żspąr
A. moćIicum
M. boxigenżtali,um
M. agal,acti,ae

+

l
l
J|-

objaśnienia! + : strefa zahamowania dobtze zaznaczorla (15-20 mm wraz z krążkiem); * - - strefa zaha§lowania §Iabo
zaznaczona (mniejsza od 8 mm wraz z krąż]diem) lub widoczna tylko pod mikroskopem,

Wyniki podobne do opisanych otrzymali
również Kehoe i wsp. (19). Autorzy ci stosując
odczyn wiązania dopełniacza wykazali silnie
zaznaczoną reakcję krzyżową z antygenami
i odpowiadającymi im surowicami M, agalac-

zatem najbardziej przydatna do określania ptzynależ-
ności gatunkowej mykoplazm. O dużej wartości od-
czynu zahamowania wzrostu donosili Truszczyński i
Pilaszek (29) odnośnie szczepów Mycoplasm,a izolowa-
nych od świń oraz wielu innych autorów (16, 19, 20,
22).

219
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Liczba
szczepów

bada-
nych

Gatunek
Agluty-
nacja

płytowa

Odczyn
zahamo-

lvvanla
wzrostu

Ocerriaiąc wyniki tab. 3, 4 t 5 należy wno-
sić, iż w identyfikacji gatunków mykoplazm
najlepsze wyniki uzyskuje się przy pomocy od.-
Czy]nu Zahamowania wzrostu. Nieco mniej plzy-
datny pcd tym względem okazał się odczyn
aglutynacji plobówkowej. Odczynem aglutyna-
cji płytowej uzyskano lvyniki gorsze, zwłasz-
cza przy różnicowaniu M. bouźgenitalium i M.
agalactiae uar, bol^is.

W dalszej części pracy, mającej na celu
określenie wartości diagnostyczne j stosowa-
nych prob serologicznych do okreś]enia przy-
należnosci gatunkowej szczepow Mycoplasml,
postanowiono zbadać szczepy izolowane uprzed-
nio z płuc oTaz z błony śluzowej jamy nosowej
cieląt. Do badań użyto te szczepy, które dały
się pasażować zarówno na podłożach stałych
jak też na podłożach płynnych. Uzyskane wy-
niki przedstawiono w tab. 6.

Tab. 6. Określanie przynależności gatunkowej izolo-
rvanych szcz.epów mykoplazm przy pomocy trzech

odczynów serologicznych

i wsp. (23), Autorzy citzolowa]i r,óv,lnież zukła-
du o,ddechowego cieląt M. dispar podobnie jak
Gourlay i Leach (I2). Z przedstawiolrych da-
nych wynika, iż na stosowanych podłożach w
placy własnej, izolowano gatunki mykoplazm
naiczęściej występujące u cieląt.

Na po,dstawie przeprowadzonych badań na-
Ieży również wnosić, iż w celu identyfikacji
szczepów mykoplazm, izolov,zanych od cieląt
z układu oddechowego, winno się stosorłać nie
jedną lecz przynajmniej dwie metody serolo-
glczne. Najbardziej odpowiednią z nich, na
podstawie przytoczonych badań, jest odczyn
zahamowania wzrostu plzez surowice odpor-
nościowe.

Wnioski
1. Wszystkie ze stosowanych podłozy (lvg

Barbera i Fabricanta, Robertsa i Pijoana,
Whittlestone'a i podłoże vl modyfikacii rłzłas-
nej) nadawały się do izolacii mykoplazm z płuc
i błony śluzowej jamy nosowej cieląt. Jednak
podłoże opisane przez Barbera i F'abricanta
(VF) oraz Robertsa i Pijoana (E) okazały się
najbardziej przydatne do tego celu.

2. Na stosowanych podłożach izolorvano
szczepy daiące sie_ zaliczyć do M. boużrhżnżs,
M. dżspar oraz A. modzcum. Na podłożach tych
wyosobniono również szczepy, których pTzyna-
leżność gatunkowa nie została ustalona,

celu identyfi-
j mykoplazm
awową próbę
ania wzrostu.
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objirśtlienie: x: clo badań Llżyto szczepy izolouianc Zilfo\\,no
z plrLc jal< też Z ]]tony ś]LlZo§,e.j jalrr}, noSo\\,ej cie]ąt.

Jak vrynika z tab. 6 na ogólną liczbę 37
szczepow badanych, 11 zaliczono w próbie
aglutynacii probówkowej do gatunku M, bo-
użrh,inźs. Stosując od,czyn aglutynacji płytowej
i odczyn zahamowanią lvzrostu do gatunku te-
go zaliczono 10 "szczepów a więc jeden ze szcze-
pow określanych próbą aglutynacji probówko-
lvei nie reagoviał i,łr dwu pozostałych odczy-
nach. Do gatunku M. dżspar udało się zaliczyć
przy pomocy aglutynacji probówkowej 12
szczepów na 37 badanych, 9 szczepów zaliczo-
no do tego gatunku metodą aglutynacji płyto-
wej a B szczepów odczynem zahamowania
rvzrosiu. Każdym z! stosowanych odczynów
serologicznych do A. modżcum zaliczono 14
szczepólv. Zaden z badanych szczepów my,ko-
plazm nie reagował w trzech stosowanych pró-
baclr z surowicami diagnostycznymi anty-M.
agal,actżrte ua.r. boużs i anty-M. bouźgenitalium.

Shimizu i M/sp. (27) badając 117 cieląt w 63
przypadkach izolowali mykoplazmy, §pośród
których 55 szczepów zidentyfikowali jako M.
bouirhźnźs, 4 szczepy zaliczyli do rodzaju Acho-
leplasma a 4 pozostałych szczepów autorzy nie
określili. Podobne wyniki uzyskali również
Halen i Antoine (15), którzy na 22 szczepy izo-
Iowanel, 14 określili jako M. boużrhżnżs. O izo-
lowaniu ]w. bouirhżnżs donosili również Mensik
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Tp},rqilHscKl M,, flzrsurer .fi. - 
OrIeHKa MeToAoB

lI3o"'lflqilłr rł lqAelłtlróuKaqilIł BIrAoB Mycoplasmatales
y PipynHoro poraToro cKoTa.

CpaeHrłnałrł np/IoAHocTL głn ;ra6oparopHoż Ailar-
llocTr{K]4 M]4KonJla3IvI HecKoJIL,I(rlx n'1TaTeJIbHbIx cpeA
14 cepojlorrlqecKr(x MeToAoe. IlprłueHsJlr o,qHoBpeMeH-
Ho )xllAKrle I{ IIjIoTHbIe nI4TaTeilLHbIe cpe,qbl. onlcaH-
rłue Bap6epou u óa6pI{KaHToM (VF), PobeprcoM Tl

flux<oarronr (E), YażrrnscToHoM (HP) u cpegy cc6-
creeHHoż uo4rłSzraqrn, (HPr). Ms ceponorrłi]ecKux
MeToAoB cpaBH]4Barlr{, npr{H]4Mafi Bo BHlMaHr{e Iila-
IHocT14qecK"r.Io nprzroAHocTb, IIJll{TolłH],Io T,r npo6upo,I-
H],Io peaKI\L{tI arrJlroT],rllauuu. a TaKN(e peaKl{rllo Top-
},Io>KeHrlr{ pccTa.

Ycranoel,tlrł, TlTo Bce lĄ3 BbIU]eHa3BaHHLIx CpeA
ólrnrt npuroAHI,I AJlff u3oJlrlpoBaarlfi MI4KonJla3rnr ]43

J4ccJleA},eMolo MaTepila.;ra. Olrłaxo, ilpI4MeH.fl.fi nJ4Ta-
TeiL,HbIe cpe4sI VF u E, ltzollttpoBalllĄ IĄ3 Toro )ł<e

caMoro MaTepI4aJIa 6ollrrre IxTaMMoB MrłKonila3M qeM

r,13,qByx ocTaJIE,Hblx. l,{sonrłponaHrIbIe tuTaNlMF,I ),Ia-
Jlocl 3aqvlcJlrłrr, x M. bovilhinis, M. dispar u A. mrl-

dicum. Cpeglt cepoJlorrłqecKl,rx peaxqlłż rłar6orree
npuroArłoŻAna lr4erłrrsuKa\r7r| yKa3aHHEIx [ITaMMoB
OKa3aJIaC6 Peal<qr{fl CBE3IJIBaHfifl KCMnJIeMeHTa.

Truszczyńsk;i M,, Pilasze]< J. - The evaluation of the
methods of isolation and idcntification of Mycoplas-
matales in cattlc.

There were compared the usefulness of various me-
dia and d,iverse serological methods applied for isola-
t;ion and identification of Mycoplasms. The foIlowing
media were used: (Iiquid and solid), VF (Barber and
Fabricant), E (Roberts and Pijoan), HP (Whittlestone)
and the own modified medium (HP,). Serological esti-
mations were performed by the use of tube and piate
agglutination tests and grow-th inhibition te,st. AiI the
media tested were su,itable for the isolaticn of Myco-
plasms from the examined material, However, using
VF and E media more Mycoplasma strains were reco-
vered from the same material than on the two other
media. The isolated strains belonged to M. bovirhinis,
M. dispar and M, modicum. The mcst suitable serolo-
gical method for the identification of the strains pro-
ved to be the growth inhibition test.

KRZYSZTOF J. WOJCIECHOWSKI

Próbo cho rokterystyki biologicznej szczepu wiruso
wścieklizny ulicznej:,,Błonie 22l 69 lkof"

Z Pra(|o\\t]i \\rirt]sO]OPij Z|]{li](lU

W poprzednim doniesieniu (9) przeprowadzo-
no wszechstronną analizę właściwości szczepu
ltirusa wścieklizny ulicznej,,Błonie 22l69kot"
opartą o wyniki wykonanych badań laborato-
ryjnych. Szczep wykazywał m, in, krótki okres
inkubacji po zakażenhl zwierząt doświadczal-
nych, wysoką wirulentnośc i wybitną zdolność
tworzenia ciałek Babes-Negriego. Ze względu
na moż]iwość występowania podobnych szcze-
pów w terenie (6, 7) i celowością ich różnico-
wania szczegó]nie ze szczepami izolowanymi z
przypadków tzw. wścieklizny poszczepiennej
(7, B) - wywoła,nej przez wilus ustalony
wścieklizny. podjęto dodatkowe badania bioIo-
giczne szczepu.

Materiał i metody
Zwietzęta laboratoryjne: myszy białe ,,Porton" wagi

11-13 g z hodorvli o wysokim standardzie zdrolvot-
ności.

Szczepy r,virusów rł,ścieklizny ;
1. szczep wirusa ulicznego: Błonie 22l69/I<ot wyi-

zolor,vany z mózgl kota (B) i pl,zechowywany w 500/o

glicerynie buforowanej w temp, ca -40o po pasażu
mózgowym na myszach. Przed rozpoczęciem badań
szczep przeszedł 7 pasaży domózgowych i |2 domięś-
niowych na myszach;

2, szczep wirusa ustalonego wścieklizny: ,,Puławy"
użyrvany w Zakładach ,,Biowet" - Puławy do pro-
dukcji szczepionki p-w wściekliźnie zwierząt ,,Rabies-
vac";

3. szczepy lvirusów ustalonych: ,,Patyż", ,,Kraków"
i ,,Lublin" stosowane do 1973 r. lv produkcji szcze,
pionlri p-w r,ł,ściekliźnie pro usu humanum przez za-
kłady ,,Biomed" w Warszawie - uzyskane w formie
zakażonych mózgów króliczych;

HiHicrl}, Wcter.\ rlaf},ill(,i \\, \VaIS7a\(,io

4. szczep l,eferencyjny r,vil,usa ustalonego r,r.ściekliz-
ny: CVS-IP-9 uzyskany r,v lormie liofilizatu zarviesi-
ny mózgu myszy z WHO.

Jako metodę oceny biologicznej szczepu rvirusa ulicz-
nego r,vobec szczepów wirusa ustalonego Tvścieklizny
przyjęto ptóby zakażenia donosołvego (1-5, 7). Zaka-
żenie donosowe myszy przeprowadzono przez rvkrop-
lenie 0,1 mI 200ń zawiesiny poszczegóInych szczepó."l'
do nozdrzy myszy w płytkiej narkozie eterorł,ej. Za-
wiesiny przygotowywano w PBS z 2% surowicy koń-
skiej inaktyrvolł,anej. Doświadczenie wykonano rł,
dwóch eta.pach: 1. ze szczepami: Błonie 22l69/kot
i r,virusami ustalonymi: ,,Puławy", CVS-IP9, ,,Paryż",
,,Kraków", ,,Lublin" oraz 2. szczepami: ,,Błonie" 22l
69/kot, ,,Puławy" i ,,Paryż" po próbie adaptacji w
następstrvie 12 pasaży domózgowych na myszach. Pa-

Tab. 1. Próby zakażenia donosorł/ego myszy szczepami
ltlilusa ustalonego (fixe) i szczepem lvirusa ulicznegcl

rł,ścieklizny (materiał wyjściowy)

szczePy }łirusą
Ałaterid.t

do zdkdżanćd
ąlmt-20%

zdrfLesln9

ofu pddniec
Po Zakdżea.:u:

liczóa
mysz.J /dzień

zacrźorołdro

--=-zakążone

F[xe ( Putang) mózg ołfcrJ 4/7/, 4/|ł,
,/]7/ ?lt4/ l2/ 20

Ftrc - cys- /P9 mozg my'z! lo/7/, 2/l0/,
2h|/, 2/14/ l6/20

Fi^e ( Pdr!ż) łno'g kro'tćka 2/l0/, 2/l2/ 4/20

F.'xe ( KBkór) mo'zg kroZt?a 2/8l 2hl/ 4/zo

Fr'xe ( lubt.'n) móz9 kro'ti*a 2/7/ 2/to/ 4/2o

ućlcZn! mozg mlszq 2h/, 4lo/ 6/20

oł]jaśnienia: L : szczep stosowany do prodllkcji szczepionki
typu Uneno-Doi| 2-4: szczepy stosowane (do 1973 r.) do
produkcji szczepionki typtl semple'a,
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