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7 Zakladu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii w Pulawach

Metodyka izolacji 1 identyfikacji gatunkéw
Mycoplasmatales stanowi zagadnienie wyma-
gajace wcigz lepszego niz dotychezas opracowa-
nia. Konieczne jest to ze wzgledu na potrzebe
dokladniejszego okreslenia ich roli w wywoly-
waniu choréb oraz jako podstawa ich rozpo-
znawania. Wzgledy te w pz2ini odnoszg sie do
przedstawicieli Mycoplasmatales wystepujacych
u bydta.

Zgodnie z dotychczasowym stanem wiedzy w
etiologii enzootycznej pneumonii bydia (11, 23,
30) znaczenie wydajg sie mie¢ mykoplazmy T
(14), M. bovirhinis (15, 20, 27), M. dispar (8, 12,
13, 28) i M. arginini (18). M. agalactice var. be-
vis oraz M. bovigenitalium moga wywolac
zmiany chorobowe ukladu plciowego i gruczo-
16w mlecznych (1, 5, 6, 17, 19). Acholeplasma
(A) laidlawii, M. alkalescens i A. modicum wy-
stepuja u bydla réwniez, lecz uwazane sg za
niechorobotwéreze., Znane sa jednak doniesie-
nia o udanym eksperymentalnym zakazewiu
cielat A. modicum (4).

Izolacja mykoplazm jest trudno. Do wzrnstu
wymagaja podlozy specjalnych. Dotychczas w
tym celu uzywano podlcza VF wg Barbera 1
Fabricanta (3), E wg Robertsa i Pijoana (28),
HP wg Whisttlestone’a (31) oraz wiele innych
(2, 9). Brak jest jednak badan nad réwnoczesng
oceng kilku z nich pod katem najwigkszej przy-
datnosci do izolacji mykoplazm z tkanek zwie-
rzecych.

Oprocz izolacji istotna jest identyfikacja wv-
hodowanych drobnoustrojow. W tym celu uzy-
wa sie glownie metod serologicznych (7, 186,
20, 21, 22). Brakuje jednakze jednoznaczneij
oceny odnoénie ich warto$ci w okreslaniu przy-
nalezno$ci gatunkowej mykoplazm, wystepu-
jacych u bydla.

Z podanych wzgledéw przedmiotem niniej-
szych badan bylo ustalenie, ktéore ze stosowa-
nych metod izolacji i identyfikacji mykoplazm
wystepujacych u bydla sg najbardziej przydat-
ne do tego celu.

Materiat i metody

Szezepy bakteryjne, Jako szezepéw  wzorcowych
uzyto po jednym szczepie M. bovirhinis i M. dispar.
Szezepy te otrzymano z Instytutu Mikrobiologii Uni-
wersytetu w Arthus — Dania. Uzyto rowniez szczepoéw
M. agalactiae var. bovis i M. bovigenitalium. Otrzy-
mano je z Instytutu Choréb Bakteryjnych w Jenie —
NRD oraz szczep A. modicum z Instytutu Weterynarii
w Brnie — CSRS.

Podloza. Do izolacji i namnazania mykoplazm slu-
zyly jednoczeSnie cztery rodzaje pozywek.

Podloza VF wg Barbera i Fabricanta, E wg Ro-
bertsa i Pijoana oraz HP wg Whittlestone’a — zostaly
opisane uprzednio (29). Stosowano réwniez podloze
HP, w modyfikacji wlasnej. Polegala ona na zastgpie-
niu w podlozu HP bulionu z pluc $win, takim samym
bulionem, lecz sporzadzonym z pluc cielat oraz suro-
wicy Swin — surowicg cielat.

Material do izolacji szczepow. Do hadan uzyto 24
wycinki z pluc, pobrane od cielat poddanych ubojo-
wi. W plucach tych byly zmiany anatomopatologiczne,
wskazujgce na zapalenie platéw szczytowych. TUzyto
rowniez 24 prébek wymazow z nosa cielgt pochodzg-
cych ze stada, w ktérym stwierdzono w duzym od-
setku schorzenia ptuc o nieustalonej etiologii.

Zwierzeta doSwiadczalne. Do produkcji surowic od-
pornoéciowych uzyto 12 krolikéw biatych o ciezarze
okolo 2 kg, pechodzgcych z hodowli wlasnej Instytutu
Weterynarii w Pulawach.

Surowice odpornosciowe. Olrzymano je podobnie jak
w pracy poprzedniej (29).

Izolacja szczepOw. Izolacje szezepb6w z pluc cielgt
poddanych ubojowi wykonano wg melody opisanej
przez Truszezynskiego i Pilaszka (29). Natomiast probki
pobrane z nosa cielgt, byly posiewane w ien sposdb,
ze wacikiem nasgczonym Sluzem podczas wymazu Zz
jamy nosowej, posiewano wszystkie uzywane podtoza
stale a naslepnie caly wacik zanurzano w 2 ml po-
zywki VF i dokladnie wyciskano jego zawartosé. Pod-
loza plynne posiewano dodajac do 10 ml pozywki 0,2
ml plynu powstalego po wymieszaniu pozywki VF z
zawartoscia wacika. Dalsza czesé izolacji przeprowa-
dzano wg metody opisanej uprzednio (29).

Aglutynacje plytowg 1 probowkowg oraz odczyn
zahamowania wrzrostu wykonano jak w pracy uprzed-
niej (29).

Wyniki i omdbéwienie

Celem do$wiadczen. ktérych wyniki przed-
stawiono w tab. 1. byla ocena przydatnosci
kilku pozywek do izolacji drobnoustrojéw z
rodzaju Mycoplasma i Acholeplasma z ptuc cie-
Iat. Stosowane podloza nadawaly sie do ho-
dowli szczepéw standardowych uzytych w pra-
cy. Szczepy wyizolowane identyfikowano me-
toda aglutynacji probéwkowej.

Z tab. 1 wynika, iz na 24 préby izolacii, sto-
sujac cztery rézne podloza, najwiecej (7 szcze-
péw) wyosobniono na podtozu przygotowanym
wg Barbera i Fabricanta (VF). Najmniej szcze-
poéw, bo 3, wyosobniono na podtozu HP,. Na
podlozu E wg Robertsa i Pijoana wyhodowano
5 szczepéw a na podlozu HP wg Whittlestone’a
4 szczepy. Wyosobnione na pozywkach przygo-
towanych wg Barbera i Fabricanta (VF) oraz
Whittlestone’a {HP) szczepy mozna bylo zali-
czy¢ metodg aglutynacji probdéwkowej do
trzech gatunkéw mykoplazm: M. bovirhinis,
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Tab. 1. Wyniki izolacji szczepéw rodzaju Mycoplasma i Acholeplasma z pluc cielat przy zastosowaniu
kilku podlozy bakteryjnych

. Liczba Szezepy zaliczono do*: e, :
bLéCZba Podtoza przygotowano wg szczepdw ] [ . M. bovi- S‘ﬁLZ}?}?}
& "’}gyl‘;h metody opisanej przez: wyosob- | M. bovir- M. A. modi- it M. agala- “}'f” s
robe s e ; ; G ; h slone

p | nionych hinis dispar cum tatium. | ctize | ®
Barbera i Fabricanta (VF) 7 1 1 2 | — — 3
Robertsa i Pijoana (E) 5 — 1 2 — — | 2
24 Whittlestone’a (HP) 4 1 1 1 ‘ = — 1
Podloze HP w modyfikacji [ |
witasnej (HPy) 3 - 1 [ - : - - | 1
Objasnienia: * = wyosobnione szezepy okreslono metoda aglutynacji probowkowej; ** = w grupie szczep6w nieokreslo-

nych znajdowaly sie szczepy reagujgce z surowicami diagnostycznymi oraz szczepy,

kach plynnych.

M. dispar oraz A. modicum. Natomiast szczepy
izolowane na podtozu sporzadzonym wg meto-
dy opisanej przez Robertsa i Pijoana (E) oraz
na pozywce HPy nalezaly do gatunkow: M. dis-
par i A. modicum. Stosowane do ckreflania
szczepdw surowice anty-M. bowigenitalium
1 anty-M. agalactiae var. bovis nie reagowaly
dodatnio w probie aglutynacji probdéwkowej z
zadnym z wyosobnionych szczepdw. ]

W tab. 2 przedstawiono wyniki izolacji szcze-
pow mykoplazm ze Sluzu pobranego z jamy no-
sowej cielgt. W badaniach tych stosowano te
same podioza jak w tab. 1.

nie dajgce sige pasazowacé na pozyw-

tez z blony $luzowej jamy nosowej — nadajg
sie wszystkie ze stosowanych pozywek. Jednak
najbardziej przydatng do cego celu jest pozyw-
ka VF, sporzadzona wg metody opisanej przez
Barbera i Fabricanta oraz pozywka E wg Ro-
bertsa i Pijoana. Obie sa stosunkowo latwe w
przygotowaniu. Za stosowaniem pozywki VF
przemawia rowniez i to, ze mie wymaga ona
sktadnikow importowanych.

W kolejnych do$wiadczeniach oceniono war-
to§¢ kilku préb serologicznych do okre$lania
przynaleznosci gatunkowej mykoplazm. W tym
celu postuzono sie prébg aglutynacji probow-

Tab. 2. Wyniki izolacji szezepébw rodzaju Mycoplasma i Acholeplasma z blony Sluzowej jamy nosowej

cielat przy zastosowaniu kilku podlozy bakteryjnych

Szezepy zaliczq'n_o do*:

. Liczba
Liczba . | Szczepy
Sl Podtoza przygotowane wg szczepdw : .| M. bovi- | ni =
biﬁ%rl;ﬁ{h: metody opisanej przez: w_yosob— M'}Ef‘_‘f"?r‘ M. dispar .4,.‘?';dea~ gend= M. ;rlgn.“m-lngle(;ﬁ{er*i
| nlonych NS T fa i cliae
Barbera i Fabricanta (VF) 10 2 | 3 | 2 - 3
94 Robertsa i Pijoana (E) 11 3 | 2 2 - 4
= Whittlestone’a (HP) 7 2 1 2 — 2
| Podloze HP; 7 2 2 2 - - 1
Objasnienia: *; ** = jak w tab. 1.
Z tab. 2 wynika, iz najwieksza liczbe — 11 szcze-  kowej, aglutynacji pltytowej oraz odczynem za-

pow wyosobniono na poditozu E wg Robertsa i Pijoa-
na oraz na podlozu VF wg Barbera i Fabricanta —
10 szczepow. Na podiozach HP wg Whittlestone’a i
HP, wyosobniono po 7 szczepow. Szczepy izolowane
na kazdym ze stosowanych podlozy udalo sie zaliczyé
metodg aglutynacji probéwkowej do: M. bovirhinis,
M. dispar lub A. modicum. Zadnego z wyosobnionych
w pracy szcezepéw nie udato sie okrefli¢ jako M. aga-
lactiae var. bovis lub M. bovigenitalium. Halen i An-
toine (15) oraz Shimizu i wsp. (27) szczepy izolowane
od cielat w wigkszo$ci przypadkéw okreflili jako M.
bovirhinis a Gourlay i1 Leach (12) oraz Mensik i wsp.
(23) wykazali wérdd izolowanych szezepdw w wiek-
szo$ci przypadkéw takie gatunki jak M. bovirhinis i
M. dispar. Powyzsze dane z-literatury wskazuja na
to, ze na stosowanych w pracy wtasnej podlozach, izo-
lowano gatunki najczescie] wystepujace u cielat i ma-
jace znaczenie w etiologii schorzenn uktadu oddecho-
wego u tych zwierzat.

Z uzyskanych danych wynika, iz w celu izo-
lacji mykoplazm od cielagt zaréwno z ptue, wy-
kazujacych zmiany anatomopatologiczne, cha-
rakterystyczne dla enzootycznej pneumonii, jak
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hamowania wzrostu. W tym ostatnim stosowa-
no kragzki bibutowe nasaczone surowicami od-
pornosciowymi.

Tab. 3 i 4 zawieraja wyniki badan wykonanych przy
uzyciu préby aglutynacji plytowej i probéwkowej.
Uzyto zawiesiny aglutynacyjne standardowych szcze-
pow M. bovirhinis, M. dispar, A. modicum, M. bo-
vigenitalium 1 M. aglactice var. bovis oraz surowice
krolicze, swoiste dla wymienionych gatunkow.

Z tab. 3 wynika, ze w ukladach homologicznych
zawiesin aglutynacyjnych i odpowiadajacych im su-
rowic uzyskano zawsze odczyn najbardziej zaznaczo-
ny, okre§lany jako ,,++-+-+”. Wynik dodatni okres-
lany jako ,,-+-+++1" uzyskano réwniez w ukladach
heterclogicznych zawiesin aglutynacyjnych i surowic
odpornos$ciowych M. agalactiae var. bovis oraz M. bo-
vigenitalium. Wyniki te $wiadczg, iz préoba aglutynacji
plytowej nie nadaje sie do rdéznicowania uzytych w
pracy przedstawicieli gatunkéw M. agalactice var.
bovis i M. bovigenitalium. Odczyny okre§lane jako
., -+ postanowiono przyja¢ podobnie jak to okreSlat
Pilaszek (24) w odniesieniu do szczepéw izolowanych
od §win, jako nie wskazujace na wynik dodatni. Wy-
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Tab. 3. Aglutynacja plytowa zawiesin aglutynacyjnych

szczepdbw wzorcowych mykoplazm oraz surowic

kroliko6w uodpornionych tymi szczepami

Surowica | [
M. bovirhinis M. dispar A. modicum | M. agalactiae |
Antygen | |

M. bovigeni-

talium
M. bovirhinis 4+ 4+ | —_ + 4+ | _ __
M. dispar =) | F+++ 4t | _ _
A. modicum ++ } ++ ++++ + +
M. agalactiae ‘ — [ — — + 4+ 4+ NREREEEE
M. bovigenitalium - =+++ ++++

Objasnienia: ++++ = odczyn dodatni wystepujacy do 1 minuty; +-++ = odezyn dodatni wystepujgey do 2 minut; ++ =

odczyn dodatni wystepujacy do 3 minut; — = br ak odezynu

stepujgcych w doswiadezeniu reakeji krzyzowych nie
udalo sie unikngé przez inaktywowanie stosowanych
surowic w temperaturze 56°C przez 30 minut. Suro-
wice takie dawaly wyniki identyczne jak przed inak-
tywacja.

dodatniego.

tice 1 M. bovigenitalium. Reakcje krzyzowe w
aglutynacji probéwkowej wykazali roéwniez
Harbourne i wsp. (16) oraz Bokori i wsp. (4).

Stosujac do badan odczyn zahamowania

Tab. 4. Aglutynacja probowkowa wzorcowych zawiesin aglutynacyinych oraz odpowiadajgcych im
surowic odporno$§ciowych

Surowica |
M. bovirhinis M. dispar
Antygen

M. bovigeni-

[
A. modicum | M. agalactice

‘ | talium
M. bovirhinis 256* | — — — —
M. dispar — [ 256 — — —
A. modicum 8 | 8 256 8 8
M. agalactiae var, bovis — | — — 128 18
M. bovigenitalium | = ' = — 16 128

Objasnienia: + =

Jak wida¢ w tab. 4, reakcje krzyzowe w
ukladach heterologicznych zawiesin aglutyna-
cyjnych i surowic odpornosciowym uzyskano
tez w prébie aglutynacji probdwkowej, lecz
byly one mniej zaznaczone. Najwyzsze miano
wspdtaglutynacji w tym przypadku wynosilto
16, natomiast w uktadach homologicznych uzy-
skano miana od 128 do 256. Antygen M. bovi-
genitalium reagowal z surowica anty-M. aga-
lactize var. bovis w najwyzszym rozcieficzeniu
1:16, podobnie jak antygen M. agalactice var.
bovis z surowicg anty-M. bovigenitalium. Za-
tem odczynem aglutynacji proboéwkowe] prze-
ciwnie niz ptytowej, mozliwe bylo odréznienie
tych dwoch gatunkéw Mycoplasma.

najwyzsze rozcieficzenie surowicy, w ktorym wystapit odczyn odatni; ** = brak odczynu dodainjego.

wzrostu zachowano podobny uklad do§wiad-
czenia jak w tab. 3 i 4. Wyniki przedstawiono
w tab. 5.

Wyniki przedstawione w tab. 5 wskazuja na to, ze
najwiekszg strefe zahamowania wzrostu obserwowa-
no w uktadach homologicznych. Strefa ta byta wyraz-
nie zaznaczona i w przypadku szczepow dobrze rosng-
cych widoczna byta golym okiem. Srednica jej waha-
la sie¢ w granicach od 15 do 20 mm (wliczajac Sredni-
ce krazka). W ukladach heterologicznych obserwowa-
no w niektérych przypadkach réwniez strefe zahamo-
wania wzrostu wokol krgzkéw nasgczonych surowicyg
lecz byla ona bardzo mala — mniejsza niz 8 mm
(wliczajge rowniez érednice krazka). Najczesciej wi-
doczna byla ona dopiero przy 50-krotnym powigksze-
niu mikroskopu $wietlnego. Proba wzrostu okazala sie

Tab. 5. Odczyn zahamowania wzrostu przez surowice odporno$ciowe krolikdOw uodpornionych
uzytymi w do$wiadeczeniu szezepami wzorcowymi mykoplazm

Surowica \

anty: M. bovirhinis .‘ M. dispar | A. modicum |M. bovigenitalium| M. agalactiae
Szczep = |
M. bovirhinis -+ = - — —
M. dispar = -+ — = - =
A. modicum + — — -} S 2
M. bovigenitalium [ + — -+ | S| E it e
M. agalactiae i + — 4 — | — = +

Objasnienia; + = strefa zahamowania dobrze zaznaczona

(15—20 mm wraz z kragzkiem); + — =

strefa zahamowania stabo

zaznaczona (mniejsza od 8 mm wraz z krazkiem) lub widoezna tylko pod mikroskopem.

Wyniki podobne do opisanych otrzymali
rowniez Kehoe i wsp. (19). Autorzy ci stosujac
odczyn wigzania dopelniacza wykazali silnie
zaznaczong reakcje krzyzowsg z antygenami
i odpowiadajacymi im surowicami M. agalac-

zatem najbardziej przydatna do okre$lania przynalez-
noéci gatunkowej mykoplazm. O duzej wartodci od-
czynu zahamowania wzrostu donosili Truszezynski i
Pilaszek (29) odnosnie szczepéw Mycoplasma izolowa-
nych od $win oraz wielu innych autorow (16, 19, 20,
22).
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Oceniajgce wyniki tab. 3, 4 i 5 nalezy wno-
si¢, iz w identyfikacji gatunkéw mykoplazm
najlepsze wyniki uzyskuje sie przy pomocy od-
czynu zahamowania wzrostu. Nieco mniej przy-
datny pod tym wzgledem okazal sie odczyn
aglutynacji probowkowej. Odczynem aglutyna-
cji ptytowej uzyskano wyniki gorsze, zwlasz-
cza przy rdznicowaniu M. bovigenitalium i M.
agalactice var. bovis.

W dalszej czesci pracy, majacej na celu
okreslenie warto$ci diagnostycznej stosowa-
nych proéb serologicznych do okreslenia przy-
naleznosci gatunkowej szczepow Mycoplasma,
postanowiono zbadac szczepy izolowane uprzed-
nio z piuc oraz z blony $luzowej jamy nosowej
cielgt. Do badan uzyto te szczepy, ktore daly
sie pasazowaC zaréwno na podlozach statych
jak tez na podlozach plynnych. Uzyskane wy-
niki przedstawiono w tab. 6.

Tab. 6. Okreslanie przynaleznoéei gatunkowej izolo-
wanych szczepow mykoplazm przy pomocy trzech
odczynéw serologicznych

Liczba | | Agluty- N Odezyn
Py | gluty-

SZCZepow nacja o zahamo-
bada- Gl probow- ?atco]\?va wania
nych \ kowa | piy wzrostu

M. bovir-
hinis 11 | 10 10
M. dispar 12 9 8
37*

A, modicum 14 14 14
M. agualactine =
M. bovigeni-

talium —

Objasnienie: x = do badan uzyto szczepy izolowane zarowno
z pluc jak tez z blony $luzowej jamy nosowej cielat.

Jak wynika z lab. 6 na ogélng liczbe 37
szczepow badanych, 11 zaliczono w probie
aglutynacji probowkowej do gatunku M. bo-
virhinis. Stosujac odeczyn aglutynacji ptytowej
i odczyn zahamowania wzrostu do gatunku te-
go zaliczono 10 szczepdw a wiec jeden ze szcze-
poéw okreslanych probg aglutynacji probowko-
wej nie reagowal w dwu pozostalych odczy-
nach. Do gatunku M. dispar udalo sie zaliczye
przy pomocy aglutynacji probéwkowej 12
szczepow na 37 badanych. 9 szezepow zaliczo-
no do tego gatunku metodg aglutynacji ptyto-
wej a 8 szczepow odczynem zahamowania
wzrostu. Kazdym ze stosowanych odczynow
serologicznych do A. modicum zaliczono 14
szczepoéw. Zaden z badanych szczepéw myko-
plazm nie reagowal w trzech stosowanych pré-
bach z surowicami diagnostycznymi anty-M.
agalactize var. bovis 1 anty-M. bovigenitalium.

Shimizu 1 wsp. (27) badajgc 117 cielgt w 63
przypadkach izolowali mykoplazmy, sposrod
ktorych 55 szczepow zidentyfikowali jako M.
bovirhinis, 4 szczepy zaliczyli do rodzaju Acho-
leplasma a 4 pozostalych szczepow autorzy nie
okreslili. Podobne wyniki uzyskali rowniez
Halen i Antoine (15), kt6érzy na 22 szczepy izo-
lowane, 14 okreslili jako M. bovirhinis. O izo-
lowaniu M. bowirhinis donosili réwniez Mensik

220

i wsp. (23). Autorzy ci izolowali rowniez z ukta-
du oddechowego cielat M. dispar podobnie jak
Gourlay i Leach (12). Z przedstawionych da-
nych wynika, iz na stosowanych podlozach w
pracy wilasnej, izolowano gatunki mykoplazm
najczesciej wystepujace u cielat.

Na podstawie przeprowadzonych badan na-
lezy réwniez wnosi¢, iz w celu identyfikacji
szczepéw mykoplazm, izolowanych od cielat
z uktadu oddechowego, winno sie stosowaé nie
jedng lecz przynajmniej dwie metody serolo-
giczne. Najbardziej odpowiednig z nich, na
podstawie przytoczonych badan, jest odezyn
zahamowania wzrostu przez surowice odpor-
nosciowe.

Wnioski

1. Wszystkie ze stosowanych podlozy (wg
Barbera i Fabricanta, Robertsa i Pijoana,
Whittlestone’a i podtoze w modyfikacji wias-
nej) nadawaty sie do izolacji mykoplazm z pluc
i blony Sluzowej jamy nosowej cielat. Jednak
podloze opisane przez Barbera i Fabricanta
(VF) oraz Robertsa i Pijoana (E) okazaly sie
najbardziej przydatne do tego celu.

2. Na stosowanych podlozach izolowano
szczepy dajgce sie zaliczy¢ do M. bowirhinis,
M. dispar oraz A. modicum. Na podiozach tych
wyosobniono réwniez szczepy, ktérych przyna-
lezno$¢ gatunkowa nie zostala ustalona.

3. W badaniach majgcych na celu identyfi-
kacje przynaleznosci gatunkowej mykoplazm
izolowanych od cielat, za podstawowy prébe
nalezy uwaza¢ odezyn zahamowania wzrostu.
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Tpyuuubeku M., ITnasmexk §fI. — OleHga MeTOAOD
M3OAANNM M MAeHTMdUMKauuu Buaos Mycoplasmatales
Y KEpPYIHOIO POraTore CKora.

CpaBHUBaNKM MPUIOJHOCTL Ans JlabopaTopHOon Auar-
HOCTMKM MMKOIIJIA3M HECKONbRKUX IMUTATEJbLHBIX Cpej
M CepOoJIOTMYECKMX METOMROB. IIpuMeHAAM OJHOBPEMEH-
HO XKMUIAKMUE U IJOTHBIE ITMTATeJbHble Cpelbl, OMMCAH-
uple BapBepom u <Pabpukaurom (VF), Pobeprcom un
Huxoauom (E), Vaitrraberomom (HP) u cpeny cob-
crenHoyt Mmomudbmranuu. (HP,). M3 cepoJoTuHeCcKux
MeTONOB CpaBHMBANYU, TPUBEMMaA BO BHUMaHME JMa-
FHOCTMUECKYI0 NPUTOLHOCTh, MJUTOHHYIO U HIpobupot-
HYIO peakliMl arrfiTUHALINK, a4 TakKXkKe pPeakuuio Top-
MOIKEHUS PSCTa.

4TO BCe M3 BBILIEHA3BAHHBLIX CPej
OBINM TIPUMTORHLI JJIA M30JIMPOBAHMA MUKOIJIa3M M3
uccenenveMoro marepuana. OJHaxko, NPMMEHSIA NHUTa-
TeJbHbIe cpeabl VF u E, n3oaupoBanm u3 TOTO XKe
caMoro Marepuaja 0oJblle IITAMMOB MMKOIJIA3M Ye€M
13 JABYX OCTAJBbHBIX. M30JMPOBaHHbLIE IITAMMbBI YZa-
Jock 3auueauth K M. bovirhinis, M. dispar u A. mo-

YeraHoBUIN,

KRZYSZTOF J. WOJCIECHOWSKI

dicum. Cpeau CepoJIOTHMYECKMX Pearkuumit HauboJee
IPUTOAHOM ANA MACHTUMOUKALMM YKA32HHBIX LITAMMOB
0Ka3a/ach pearkumsd CBA3BIBAHMA KCMIIJIEMEHTA.

Truszezynski M., Pilaszek J. — The evaluation of the
methods of isclation and identification ¢f Mycoplas-
matales in cattle.

There were compared the usefulness of various me-
dia and diverse serological metheds applied for isola-
tion and identification of Mycoplasms. The following
media were used: (liquid 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 plate
agglutination tests and growth inhibition test. All the
media tested were suitable for the isolation 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 most suitable serolo-
gical method for the identification of the strains pro-
ved to be the growth inhibition test.

Proba charakterystyki biologicznej szczepu wirusa
wscieklizny ulicznej: ,,Btonie 22/69/kot"’

7 Pracowni Wirusologii Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Warszawic

W poprzednim doniesieniu (9) przeprowadzo-
no wszechstronng analize wlasciwosci szczepu
wirusa wscieklizny ulicznej ,,Blonie 22/69/kot”
opartag o wyniki wykonanych badan laborato-
ryjnych. Szezep wykazywal m. in. krotki okres
inkubacji po zakazeniu zwierzat doswiadczal-
nych, wysokg wirulentno$é¢ i wybitng zdolnos¢
tworzenia cialek Babes-Negriego. Ze wzgledu
na mozliwo$¢ wystepowania podobnych szcze-
péw w terenie (6, 7) i celowoscig ich roéznico-
wania szczeg6lnie ze szezepami izolowanymi z
przypadkéw tzw. wscieklizny poszczepienne]j
(7, 8) — wywolanej przez wirus ustalony
wscieklizny, podjeto dodatkowe badania biolo-~
giczne szczepu.

Material i metody

Zwierzeta laboratoryjne: myszy biate ,,Porton” wagi
11—13 g z hodowli o wysokim standardzie zdrowot-
nosci.

Szezepy wiruséw wicieklizny:

1. szczep wirusa ulicznego: Blonie 22/69/kot wyi-
zolowany z moézgu kota (8) i przechowywany w 50%
glicerynie buforowanej w temp. ca —40° po pasazu
mozgowym na myszach. Przed rozpoczeciem badan
szezep przeszedl 7 pasazy domoézgowych i 12 domie§-
niowych na myszach;

2. szczep wirusa ustalonego wécieklizny: ,Pulawy”
uzywany w Zakladach ,Biowet” — Pulawy do pro-
dukeji szezepionki p-w wéciekliznie zwierzat ,,Rabies-
vac”;

3. szczepy wiruséw ustalonych: ,Paryz”, ,Krakéw”
i ,,Lublin” stosowane do 1973 r. w produkcji szcze-
pionki p-w wsciekliznie pro usu humanum przez za-
klady ,Biomed” w Warszawie — uzyskane w formie
zakazonych moézgéw kroéliczych;

4. szczep referencyjny wirusa ustalonego wsciekliz-
ny: CVS-IP-9 uzyskany w formie liofilizatu zawiesi-
ny mézgu myszy z WHO.

Jako metode oceny biologicznej szczepu wirusa ulicz-
nego wobec szczepOw wirusa ustalonego wscieklizny
przyjeto proby zakazenia donosowego (1—5, 7). Zaka-
zenie donosowe myszy przeprowadzono przez wKkrop-
lenie 0,1 ml 20% zawiesiny poszczegdlnych szczepow
do nozdrzy myszy w plytkiej narkozie eterowej. Za-
wiesiny przygotowywano w PBS z 2% surowicy Kkon-
skiej inaktywowanej. Doswiadczenie wykonano w
dwoch etapach: 1. ze szczepami: Blonie 22/69/kot
i wirusami ustalonymi: , Pulawy”, CVS-IP9, ,Paryz”,
»Krakow”, ,Lublin” oraz 2. szczepami: ,,Btonie” 22/
69/kot, ,,Putawy” i ,,Paryz”’ po probie adaptacji w
nastepstwie 12 pasazy domézgowych na myszach., Pa-

Tab. 1. Proby zakazenia donosowego myszy szczepami
wirusa ustalonego (fixe) i szczepem wirusa ulicznego
wscieklizny (materiat wyjsciowy)

Material One paanigc
Szczepy wirusa | do zakaiania | po zakaiendi: Zacroromalo
0,1m(-20% liczba Fakaione
zaweeseny myszy /azcen
’ 5 477/, 4/,
Fixe (Pulawy) | mozg owcy 21 2, 214 12/20
e - CVS- : 10/7/,  2/19], T
/
Fuxe - CVS-1P9 | mozg myszy 2y o) 16/20
Fixe (Paryz) |mozg keolika | 210/, 2/12/ | 4/20
Fexe (Krakow) | mozg krotika 2/8/  2/1f | 4/20
Fixe (Lublin) |mozg krotika 2/7  2/r0/ 4/20
Uticzny mozg rmyszy 21/, 4/10/ 6/20

Objasnienia: 1 = szczep stosowany do produkeji szczepionkKi
typu Umeno-Doi; 2—4 = szezepy stosowane (do 1973 r.) do
produkcji szezepionki typu Semple’a.
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