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YWplyw meiod homogenizacji materiatu i doboru podiozy na wyniki

izolowania pratkéw kwasoopornych
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W rozpoznawaniu chordbh zwierzat wywola-
nych przez pratki kwasooporne, badanie mi-
krobiologiczne jest niezbednym uzupelnieniem
badania alergicznego. Pozwala ono potwierdzi¢
lub wykluczyé podejrzenie zakazenia swoiste-
go, a takze czesto ustaiié przyczyne nieswoiste-
go reagowania zwierzat na tuberkuline.

Izolowanie i okreslenie czynnika wywoiujy-
cego stan alergii tuberkulinowej ulatwia w
znacznym stopniu podjecie wiasciwego postg-
powania epizootiologicznego. Hodowla pratkéw
z materialu pobranego od zwieizat, a szczegdl-
nie ze s$rodowiska (pasza, scidtka, woda) na-
strecza jednak czesto trudaosci. Dodatni wynik
préby hodowlanej jest uzalezniony bowiem od
szeregu czynnikow, a mianowicie od ilesci
pratkow w badanym materiale, od stopnia za-
nieczyszezenia probek flora towarzyszacg, od
wrazliwosel pratkdéw na srodsi chemiczne sto-
sowane do homogenizacji maerialu i wreszcie
od doboru odpowiednich podiozy bailkteriologi-
cznych. W izolowaniu pratkdow kwasoopornych
szczegolne znaczenie ma homogenizacja, ktora
winna zniszezy(¢ flore towarzyszgca znajdujacy
sie w obrabianej probee, a nie uszkadza¢ prat-
kéw. Wybor odpowiedniego srodka chemiczne-
g0 oraz czasu jego dzialania na przygotowywa-
ny do posiewu material ma istotne znaczenie.
Po zastosowaniu bowiem zbyt tagodnego srod-
ka do homogenizacji moze nastgpié przerost, a
nawet gnicie podiozy, ktdére uniemozliwia uzy-
skanie jakiegokolwiek wyniku. Silnie dzialajg-
¢y preparat moze natomiast uszkodzi¢ pratki
kwasooporne, w efekcie czego uzyskamy fai-
szywie ujemny wymik préoby hodowlanej.

Waznym elementem w procesie izolowania
pratkow kwasoopornych sa podioZza bakteriolo-
giczne. Jak wiadomo wymagania hodowli po-
szczegblnych typow pratkow gruzlicy, a takze
pratkow atypowych (pomijajac juz Myc. joh-
nei) sy rézne.

W dostepnym pismiennictwie spotyka sie
wprawdzie prace dotyczace uszkadzajgcego
dzialania zwigzkéw chemicznych uzywanych
do homogenizacji na zywotno$¢ pratkoéw kwa-
soopornych w czystych hodowlach (1, 3, 4, 5,
6, 7), nieliczne natomiast dotyczg wplywu tych
zwigzkow na pratki znajdujace sie w materia-
le tkankowym pochodzgcym od zwierzgt pod-
dawanych opracowywaniu.

Celem mniniejszej pracy byla ocena najczes-
ciej stosowanych metod homogenizacji (szcza-
wianowa, lugowa, fosforanowa) oraz przydat-

nosci roznych podiozy (Petragnaniego, Stone-
hrinka, Lowensteina-Jensena) do izolowania
pratkéw kwasoopornych z materialow pobiera-
nych od zwierzat, glownie wezlow chionnych.

Material i metody

Material stanowily chorobowo zmienione wezly
chlonne Swin bydia pobierane od zwierzal podda-
wvanych ubojowi w zakiadach migsnych oraz narzady
etrziie $winek morskich, krolikéw i kur zaka-
zonyeh sziucznie pratkami gruilicy réinych typow.
Kazdy material dzielono na 3 czeSci i opracowywano
trzema metodami: 5% roztworem kwasu szczawiowe-
so (He(30), 4% roziworem Iiugu sodowego (NaOH)
oraz 93% roztworem fosforanu sodu (Na;PO,. Mate-
rial homogenizowany kwasem szezawiowym i fugiem
sodowym wstawiano do cieplarki na 30 minut, zas z
trojsodowym fosioranem pozostawiano w femperatu-
rze pokojowej na 24 godz. co pewien czas energicznie
Dalej postepowano z homogenatami we-

rzvietych zasad (8). Tak opracowany
materiai wys na podioza Petragnaniego i Sto-
nebrinka lub dodaticowo na Lowensteina-Jensena. Po
uplywie 2—% tygodni odezylywano posiewy, okresia-
jae wzrost pratkéow w sposéb nastepujacy: — brak
wzrostu; -~ wzrost 1—10 kolonii; +-+ wazrost 10—50
colonii: =4-+- wzrost ponad 50 kolonmii i +-+-+
wzrost zlewny, liczba kolonii niepoliczalna. Wyizolo-
wane szezepy pratkéw identyfikowano za pomocs
prob hodowlanych i biochemicznych Wwe przyjetych
zasad (8).

e

Wyniki i omowienie

Wyniki badan hodowlanych -maturialélw po-
chodzacyeh od zwierzat, po opracowamu‘lch
{rzema roznymi metodami, zestawiono w tab. L.

Jak wynika z danych zawartych w tej ta-
beli, sposrod 220 zbadanych materialow stano-
wigcych wezly chlonne swin, wyizolowano 161
szezepOw pratkéw kwasoopornych, co stanowi
73,2% pozytywnych wynikéw. Z tej liczby 155
(96,3%) hodowli uzyskano z probek, kiore opra-
cowywano 5% kwasem szczawiowym, 130
(80,7%) gdy dzialano ma mie 23% Na,PO,, nato-
miast najmniej, bo 114 (70,8%) szczepéw Wyro-
sto po homogenizacji 4% NaOH.

Sposrod 37 zbadanych materialéw pochodza-
cych od bydta, wyizolowano 37 (100%) szcze-
pow pratkow kwasoopornych. Wszystkie te
szezepy uzyskano po homogenizacji 5% kwa-
sem szezawiowym, 35 (91,9%) po opracowaniu
materiatu fosforanem trojsodowym i podobnie
jak w poprzedniej grupie majmniej, bo tylko
32 (86,4%) szczepy wyrosty po dzialaniu na ba-
dany material lugiem sodowym. Natomiast ze
wszystkich 21 materialdow pochodzacych z ma-
rzaddw wewnetrznych zwierzat laboratoryj-

413



Nr 7

MEDYCYNA WETERYNARYJINA

Role XLII

Tab, 1. Liczba i odsetek szczepow

pratkéw kwasoopornych wyizolowanych =z

materialéw tkankowvch

po zastosowaniu roznych metod do ich homogenizacii

) Liczbex 'czb Liczba wyizolowanych .
Material zbadarnych Nyizzatlazngﬂgch PESERORN pOOR racamani:
i 5 5% kmasem , e
materiaéow sZ2CZEpow 526 Kwase yﬁ: 4% NaoH | 23% NazPo,
HWezéy chlonne sivin 220 161 155 (§6,3%) | (14 (70,8%) | 13Q (80,7%)
Wezéy chlenne bydla . 37 37 37 (160%) | 92 (864 %) | 35 (19%)
Narraoly seswnglrzne xwierrat laboratonngd 21 21 27 (100%3 | 21 (100°%) | 20 7952%)

Tab. 2. Liczba i odsetek szczepow pratkéw kwasoopornych wyrostych na podlozach Petragnaniego (P) i
Stonebrinka (S) po opracowaniu materialu poréwny wanymi metodami
iiczoa iiczba szczepon wylzolemanych Do CPracenaniu_materiats
Gatunck ’-"fr'sfé’;"”‘:;’}"—'”' 5% kwdazem szozia s oWy 9% Cuglem socorym |23% rgiai rorem sodd
opafgg: cZem| 2 | 3 | opedem 2 5 | vootem P T3
: = 46 45 40 &F 4 42 | 4l
P
Myc.bovis 46 S| ioow) | cozewy| Y lconeow) cwows| Y2 lcomrny| co53m)
Myc. ] 2 g 9 7 g | S 1 3 1 4 8 6
fubercalesis (1009%) | (777%) (160 % | (33,3%) . | (888%)| (667%)
it | 3z 129 120 8z 56 )
Esam "o B8 | cauem| conamy)| 1% | cozw) | csesa | TP | rsswew) crnam
Progt&i i 22 7 TR Z R o | 2 %
atypcie “ 22 | cwosy| conew)| 7 |ceezen| 5290 ¥ | 32| (66 79%)

Tab. 3. Liczba i odsetek szczepdédw pratkéw kwasoopornych wyrostych na podlozach Petragnaniego (P),
Stonebrinka (S) | Lowensteina-Jensena (L-J) po opracowaniu materiatu trzema metodami

Liczba diczda szczepow wylzolowanyeh o0 oprascaniu maiericts
Goadtunek Wgﬁgﬁ:“ SIS 5% Awasem SCZamitvym 4% bugiem socony 7 | 23% Eroifosforanem sodd
agefem ogoters| P K3 i-7 |ogcéem | P F | L-7 |ogofem| = S |27
g REREREE = 27 | 26 | 14 | 27 | 26 | 16
WL S 92 rmow)|sssufearny ¥ won) ssanisien) 26 lassmitersulisnian
Myc. A g g 9 7 g g g9 3 8 9 & 5 g
tiberculosis| (100%)\(778%) (100 %) (100%) |33 3%)(88,5%) (B89%)(B6,7%) (100%)
7 30 33 26 22 18 17 25 25 20
Mociecim il (35 ¥ leasmiormlrean) P msaesswlezon) 20 wsruiearn)eisn
atypowe _ (100%)|(100%) (66,6 %) (75%) |(75%) | {25%) [(75%) | (7594 (50%)

Tab. 4. Pratki kwasooporne wyizolowane z badanych materialow

Maieriat b . dio200 lonafioh SECRBRONT o
ogotem My Sovis [A losls |Myc. anurn (proatkd alypoe
Wezty chéonne swin 161 - | f (059%) 136 (Biaion) | o4 (14,9960
Hezéy chborns byoléa 37 37 (too%s)| - - -
Narzqlly wewnztrzne zmierzqt laboratoryn 21 g (%283 8 (381 %)} 4 (1809% =

nych sztucznic zakazonych pratkami bydlecy-
mi, ludzkimi i ptasimi, opracowanych kwasem
szezawiowym i tugiem sodowym, wyhodowano
pratki kwasooporne, a tylko z jednego mate-
rialu homogenizowanego 23% Na,PO, nie uzys-
kano wzrostu pratkéw. Z pordownania stopnia
intensywnosci wzrostu hodowli pratkéw na
uzytych podiozach wynika, ze obfitszy wazrost
uzyskuje si¢ z materialéw poddawanych dzia-
taniu 5% kwasu szczawiowego, niz po homoge-
nizacji pozostatymi dwoma zwiazkami chemicz-
nymj.

Na podstawie przeprowadzonych badan moz-
na stwierdzi¢, ze wszystkie trzy zwigzki che-
miczne uzyte do homogenizacji materiatu tkan-
kowego, pochodzacego od zwierzat, wywierajg
pewien miekorzystny wplyw ma Zywoinosc
pratkéw znajdujacych sie w tych materiatach.
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Jednakze najwiecej dodatnich i najobficiej wy-
rostych hodowli otrzymuje sic z materialéw po
opracowaniu prob kwasem szezawiowym.

Podobne wyniki uzyskali Kostrzeaski i wsp.
(2) opracowujac chorobowo zmienione wgzly
krezkowe swin 4% lugiem sodowym i 5% kwa-
sem szczawiowym. Autorzy ci uzyskali okolo
30% wiecej dodatnich hodowli i mmiej konta-
minacji po opracowaniu materialu kwasem
szczawiowym, niz po dzialaniu lugiem sodo-
wym.

Wyniki badaid poréwnawczych nad przydat-
noscig réznych podiozy do izolowania pratkéw
z materialu tkankowego zestawiono w tab. 2.
Tabela przedstawia liczbe uzyskanych hodowli
poszezegolnych typow pratkow gruzlicy i prat-
kow atypowych ma podiozu Petragnaniege 1
Stonebrinka w zaleznogei od uzytej metody
homogenizacji. Najwiekszg liczbe pozytywnych
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hodowli na obu podlozach uzyskano po zasto-
sowaniu do opracowania materialu 2% kwasu
szczawiowego. Na podiozu Petragnaniego wy-
rosly wszystkie szczepy pratkow typu bydie-
cego, ludzkiego oraz pratki atypowe. Tylko
hodowli pratkéw ptasich uzyskano nieco muniej].
Sposrod 136 szezepow Myc. avium wyizolowa-
nych z weztdéw chlonnych $win, ma podtozu Pe-
tragnaniego wyrosto 129 (94,8%). Natomiast na
podlozu Stonebrinka odsetek uzyskanych ho-
dowli wahal sie od 77,7% (Myc. tuberculosis)
do 97,8% (Myc. bovis).

Rardziej zroznicowane wymniki uzyskano po
homogenizacji materialu tugiem sodowym. I
tak pratki typu ludzkiego wyrosly ma podiozu
Petragnaniego w 100%, natomiast na pozywce
Stonebrinka tylke w 33,3%. Takze mniejszy
odsetek hodowli na podiozu Stonebrinka uzy-
skano w przypadku izolowania innych typow
pratka. Podobne wyniki otrzymano po opraco-
waniu materialu fosforanem trojsodowym. Na-
lezy jednak zwréci¢ uwage, ze niezaleznie od
metody uzytej do homogenizacji materiatu, jak
‘i typu izolowanych pratkow, zawsze wiekszy
liczbe hodowli uzyskiwano na podtozu Peira-
gnaniego niz Stonebrinka. Na podkreslenie za-
sluguje takze to, ze najwieksza zgodnos¢ po-
zytywnych hodowli na obu podlozach, bez
wzgledu na uzyty do opracowania materiaiu
zwigzek chemiczny, stwierdzono przy izolowa-
niu pratkéow typu bydlecego.

Czes¢ materialow opracowywanych porow-
nywanymi metodami posiewano dodatkowo na
podioze Lowensteina-Jensena. Jak wynika z
tab. 3, sposrod trzech porownywanych podio-
zy, na pozywce Lowensteina-Jensena bez
wzgledu na rodzaj badanego materialu, jak 1
metody jego homogenizacji, uzyskiwano naj-
mniejszy odsetekx hodowli pratkow bydlecych,
ptasich i atypowych. Odsetek ten wahatl sig od
72,2% do 25%. Natomiast podloze to okazalo sig
bardziej przydatne do izolowania szczepow
pratkow typu ludzikiego. Szczepy te wyrastaly
w takiej samej liczbie na pozywce Lowenstei-
na—Jensena, iak i na podiozu Petragnaniego,
ktore jest, co potwierdzajg takze dane przed-
stawione w omawianej tabeli, najbardzie]
przydatne do izolowaniaz pratkow kwasoopor-
nych z probek pobranych od zwierzat.

W tabeli 4 zestawiono typy i gatunki prgt-
k6w kwasoopornych wyizolowanyeh z bada-
nych materialow. Sposrod 161 szczepOw uzys-
kanych z wezldw chlonnych $win 136 (84,4%)
okres$lono jako pratiki ptasie i jeden jako Myc.
tuberculosis. Pratki atypowe reprezentowaly
24 (14,9%) szczepy, w tym 8 — Myc. terrae,
10 — Myec. fortuitum i 6 — Myc. vaccae.
Wszystkie hodowle uzyskane z materialu po-
chodzgcego od bydla zidentyfikowano jako
Myc. bovis. Natomiast wsréd szczepow izolo-
wanych z narzgdow wewnetrznych zwierzat
laboratoryjnych 9 reprezentowalo Myc. bovis,
8 — Muyc. tuberculosis { 4 — Myc. avium,
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Wnioski

1. Sposrod trzech poréwnywanych metod
przygotowywania materialow tkankowych po-
chodzacych od zwierzgt do posiewu, homoge-
nizacja 5% kwasem szczawiowym wywiera
najmniejszy wplyw ujemny na zywotnosc
pratkéw kwasoopornych. Stosujac te metode
uzyskuje sie najwiekszy odsetek pozytywnych
prob hodowlanych.

2. Podloze Petragnaniego jest mnajbardzie]
przydatne do izolowania wszystkich trzech
gléwnych typéw pratka gruzlicy oraz pratkow
atypowych z materialdw zwierzecego pocho-
dzenia. Dodatkowe uzycie pozywki Stonebrin-
ka zwieksza liczbe izolowanych szczepow,
szcezegblnie Myc. bovis.
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Cgpapex II, ZKypaBckuit 1i, — BiusHHe METOH0B 1o-
MOTEHH3AIMM MaTePKaJ0B M I0A0epa cpel Ha pe3yiih-
TaTBl M30JMHPOBAHUA KCHJIOTOYCTOMYMBBIX HAJOYEK

IIponceaenopany BMecTe 278 TKAHEBLIX MATEPUAJIOB,
roropele obpaboTsBamt 5% wmiaBenesoii KucaoTon, 4%
NaOH u 23% NayPO, Mzomuposaju 219 imTaMMoB
nas1o4ex, B ToM 46 Myc. Dovis, 9 Myec. tuberculosis,
140 Myce. avium ¥ 24 1ITaMMBI ATUIIOBBIX MAJOYEK.
KosxcTatupoBaan, 4To cpeiy TPEX CpPaBHMBAEMBIX Me-
TOZOB IOMOTeHM3aIMsa 5% IaBeNeBOil KUCJIOTHI MMeer
jMeHee BCeX OTPMUATE b0 BIAMAHME Ha JKM3HECIOCOG-
LIOCTE  KMCJOTOYCTOMYUMEBIX IaJodueK, IIpuMeHsss 5TOT
MEIO, MHOJIyYANT CaMblii BBICOKUI IIPOLEHT IIOJIOXKU-
TeIbHLIX KYALTHMBMPOBAHHBEIX NP00. Cpena IleTpaHbAHM
OKazagack Oosiee IPUIOIHOI OAA M30JAMPOBAHMA Tak
najiouek TyOepkymesa, KaK M aTMIOBEIX najouex. Jo-
IOJIHMTENbHOe IPUMEHeHe MUTaTeabHoi cpegsl CTone-
OprHKa HOBLIIIAJO KOIMYECTBO M30JIMPOBAHHLIX Myc.
DIATSICN

Skwarek P. Zoérawski C. — Effect of homogenization
methods and kind of media on the results of isolation
of acid-fast bacilli

Two hundred and seventy eight samples treated
with solutions of oxalic acid (5%), caustic soda (4%) or
a 2% solution of NasPQ, were examined. Two hundred
and nineteen strains of acid-fast bacilli were isolated
including 46 strains of Myc. bovis, 9 — Mye. tuber-
culosis, 140 — Myc. avium and 24 strains of atypical
bacilli, ¥ was found that aut of three methods com-
pared, homogenization with 5% oxalic acid was sligh-
test harmul for acid-fast bacilli. By using this method
the largest percentage of positive results of growth on
artificial media was obtained. Petragnani’s medium
was proved to be the most useful for isolation of both
tubercie and atypical bacilli. Additional use of Stone-
brink’s medium increased the number of Mycobacte-
rium bovis strains isolated.
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