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Przydatnos¢ réznych podlozy i preparatéw czynnika
wzrostowego mycobactin do hodowli Mycobacterium
paratuberculosis

Fracownia Immunologii Gruzlicy Instytutu Weterynarii, ul. Partyzantéw 57, 24-100 Putawy

Summary

Usefulness of Different Media and Growth Factor
Preparations for Culturing and Isolating Mycobac-
terium Paratuberxculosis

The growth rate and the number of positive cultures of
M. paratuberculosis on Nemoto’s, serum agar and Herrold’s
media with the addition of mycobaclins have been com-
pared. The mycobactins were prepared from M. phlei,
M. ‘niracellulare, ¥ avium and M. tuberculosis. The suspen-
sions of M. paratuberculosis culture or tissues, intestines and
lymph nodes, collected from cattle affected with John’s
disease were used for inoculation. The best results were
obtained on Nemoto’s medium with the addition of a dried
mass of M. phlei or M. paratuberculosis, strain TEPS.

Paratuberkuloza (choroba Johnego) jest przewlekls,
zarazliwg chorobg przezuwaczy. Wystepuje na calym
Swiecie (1, 14), takze w Polsce (11, 13, 15). Chorobe wy-
woluje Mycobacterium paratuberculosis. Zarazck ten
ma powinowactwo do blony s$luzowej 1 podsluzowej
przewodu pokarmowego, gdzie namnaza sie, powodujgc
przerostowy niezyt jelit, a w konsckwencji uporczywg
biegunke i postepujgce wychudzenie zwierzat.

W diagnostyce paratuberkulozy wykorzystuje sie ba-
dania bakteriologiczne, serologiczne, alergiczne i histo-
patologiczne, jednakze najistotniejsze znaczenie posiada
proba hodowlana, pozwalajaca z calg pewno$cig po-
twierdzié¢ infekcje M. paratuberculosis. Proba ta ma
jednak istotng wade. Wynik otrzymuje sie po dilugim
okresie oczekiwania, wynoszacym zwykle 6—12 tyg. od
chwili posiewu. M. paratuberculosis rosnie wolno i wy-
maga do swego wzrostu dodatku do podloza czynnika
wzrostowego o nazwie mycobactin, sporzadzanego naj-
czeSciej z M. phlei. W wielu laboratoriach prowadzi
si¢ badania majgce na celu opracowanie podloza przy-
spieszajgcego wzrost M. paratuberculosis (5, 6, 7). Po-
szczegblni autorzy zalecajg rézne podloza i mycobactin
sporzadzony w rozny sposéb (8, 9, 10).

Celem pracy bylo poré6wnanie przydatnosci do izolo-
wania i hodowli M. paratuberculosis trzech réznych po-
dtozy z dodatkiem mykobaktinu sporzadzonego we
wlasnym zakresie z réznych mykobakterii.

Material i metody

Czynnik wzrostowy. Do sporzgdzenia mykobakti-
nu uzyto szczepdw: M. phlei, M. avium D4ER, M. intracellu-
lare ser. 16 oraz M. paratuberculosis TEPS.

M. phlei namnazano na bulionie odzywczym, zawierajg-
cym 4% peptonu i 10% glicerolu. Po 4 tygodniach inku-
bacji uzyskiwano wzrost w postaci grubego kozucha po-
wstalego na powierzchni pozywki. M. avium i M. intra-
cellulare namnazano na podiozu Lowensteina-Jensena we
flaszkach Roux. Czas wzrostu hodowli obu szczepéw wy-
nosit 4 tyg. M. paratuberculosis posiewano na podloze Ne-
moto, po czym inkubowano przez okres 12 tygodni.

Po uzyskaniu dostatecznie obfitego wzrostu, podioza z
hodowlg pratkéw zabijano w autoklawie w temp. 121°C
przez 30 min., a nastepnie mase bakteryjng splukiwano na
filtr z gazy 1 bibuty filtracyjnej, przeplukiwano trzykrot-
nie woda destylowang, po czym suszono w temp. 60°C.

Z kazdego szczepu sporzgdzano mykobaktin w postaci
wyciagu alkoholowego. W tym celu 20 g suchej masy
pratkéw ekstrahowano trzykrotnie 150 ml alkoholu etylo-
wego 96% przez 20 min. Wszystkie porcje ekstraktu zbie-
rano do kolby i odstawiano na noc. Plyn znad osadu sg-
czono przez filtr bibulowy, a nastepnie zageszczano odde-
stylowujac catkowicie alkohol. Do pozostalej masy doda-
wano 80 ml 50%» wodnego roztworu glicerolu i wstawiano
do 1azni wodnej o temp. 100°C na okres 10 min., po czym
pozostawiano w temperaturze pokojowe] przez 24 godz. Po
tym czasie usuwano wierzchnig warstwe substancji wosko-
watych, a przezroczysty plyn zlewano do ampulek, zata-
piano i autoklawowano przy 121°C przez 20 min.

Sporzadzano takze z poszczegdlnych szczepow pratkow
wyciag alkoholowy w postaci 5-krotnie zageszczone] (po
oddestylowaniu alkoholu dodawano nie 80, a 16 ml 50%
roztworu glicerolu).

Poditoza. Badaniami objeto trzy podioza: Nemoto (4),
surowiczo-agarowe (3) oraz Herrolda (2). Partie kazdego
podioza (1000 ml) dzielono na 4 czesci, dodajac rdzine po-
staci i dawki czynnika wzrostowego.
Podioze Nemoto:
do 1 czesci (A) — dodawano 5 mg suchej masy pratkow
(zgodnie z recepturg tego podloza)

do 2 czesci (B) — 25 mg suchej masy pratkéw

do 3 czesci (C) — 20 ml mykobaktinu w glicerolu

do 4 czesci (D) — 20 ml mykobaktinu w glicerolu o kon-
centracji 5-krotnie wiekszej
Podioze surowiczo-agarowe i Herrolda:
do 1 czesci (A) — dodawano 0,16 g suche] masy pratkoéw
(zgodnie z recepturg podloza surowiczo-
-agarowego)

do 2 czesei (B) — 0,8 g suchej masy pragtkéw

do 3 czesci (C) — 20 ml mykobaktinu w glicerolu (zgodnie
z recepturg podioza Herrolda)

do 4 czesci (D) — 20 ml mykobaktinu o koncentracji 5-krot-
nie wiekszej.

Wszystkie trzy podioza (Nemoto, surowiczo-agarowe i Her-
rolda) z dodatkiem odpowiedniego czynnika wzrostowego
sporzadzano roéwnoczesnie, a posiewy wykonywano w tym
samym czasie. Wiekszg cze$é podlozy z kazdej partii prze-
znaczano na posiew z materialu tkankowego (wycinki je-
lita lub weziéw chlonnych), a mniejsza na posiew zawie-
siny hodowli M. paratuberculosis (0,2 ml o gestosci 1 mg
poisuche] masy pratkéw w 1 ml 0,9%0 roztworu NaCl). Wy-
konano gcznie posiewy na 1296 podlozy sporzadzonych w
11 partiach. Z obliczenn wylaczono posiewy, na ktérych za-
nieczyszczenia utrudnialy ustalenie wyniku. Wykorzystano
6 materiaiow pochodzacych od bydla dotknietego paratu-
berkulozg. Materiat do posiewéw przygotowywano wedtug
obowigzujgcych zasad (16). Posiewy inkubowano w temp.
37°C przez okres 20 tyg., kontrolujac co 7 dni pojawianie
sie wzrostu M. paratuberculosis.

Wyniki i oméwienie

W tab. 1 przedstawiono liczbe i odsetek dodatnich
posiewow uzyskanych na trzech badanych podlozach
z dodatkiem mykobaktinu sporzadzonego z réznych my-
kobakterii. Na podlozu Nemoto z dodatkiem suchej ma-
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Tab. 1. Wzrost M. paratuberculosis na podlozach z dodatkiem réznych preparatéw czynnika wzrostowego
Liczba Podtoza
Pochodzeme Rod;a] posiewow Nemoto surowiczo-agarowe | Herrolda
mykobaktinu materialu na kazde
podloze A B | C | D A I B ! C | D | A ] B [ C | D
| zawiesina 6 | 1.6*] 16 | 2 |1 a4 | o | o | ol s 1w | of s
) material \ ‘
M. phlei tkankowy 23 ‘ 23 I 23 l 9 I 10 3 ‘ 3 ‘ 0 ‘ 0 ‘ 2 ‘ 11 0 2
Lacznie — Yo | 39 100 100 | 282 [ 538 ] 179 ) 307 ] o | o | 2560 538] 0 | 128
zawiesina 8 | ¢ 81 o | o 1] 21 o0o]o | 213101l o0
M. intracellu- material < ‘ ‘ ‘ ‘ \ ‘ I . \ \ I
lare tkankowy 13 ‘ 9 8 0 0 1 2 0 0 2 3 0 0
Lacznie — % | 23 | 739] 695] o | o | 86l 173] o | o |1n3l20l 0 | 0
zawiesina | 8 | 8 | 8 | I [ 2 | 2 1 o | o | 1+ | 1| ol o
X materiat ’
M. avium tkankowy l 14 ‘ 6 \ 4 0 ‘ 0 l 1 ‘ 2 i 0 ‘ 0 ‘ 1 ‘ 1 I { \ 0
Lacznie — % | 22 | 636] 545] o | o | 136l 81] o | o | 90l 90| o |
zawiesina | g8 | 8| s 2 | 4 | 2| s | 1|1 ]33] 0] 2
M. paratu- material ) . , . l ’ l ‘ I ‘
o Liden e ‘ 16 | 13 ‘ 13 ‘ 3 ‘ 5 ‘ 6 l 3| 2 2 |11 8 0 5
Lacznie — Y | 20 | 875] 8150 208 ] 3751 333 | 250 ] 125 | 125 | 583 | 4581 o | 201
Objasnienia: * — liczba dodatnich posiewoéw, A — dodatek suche]j masy pratkéw, dawka recepturowa, B — dodatek suchej masy
w dawce 5 X wiekszej, C — dodatek wyciggu alkoholowego, dawka recepturowa, D — dodatek wyciggu alkoholowego w dawce 5 X
wiekszej.

Tab. 2. Czas wzrostu M. paratuberculosis w posiewach
z hodowli (w tyg.)

Tab. 3. Czas wzrostu M. paratuberculosis w posiewach
z materiatlu tkankowego (w tyg.)

Czynnik Posta¢ | Podloza ! Postaé Podloza
szgzg\gg ze (\:;'Illlzlt}(\;—i Nemoto "_u;f;}:;iz' Herrolda Wzsrfcsztg;i ze s;vzgrrz)?c};e—l Nemoto :’1'2‘ ;;\lgii,ﬂ-t Herrolda
wego = wego E -

A | 4 | 15 | D } A l 3 ' 15 | 3
M. phlei B 1 2 l 18 ] . M. phlet B l > I o I 2

C i T | b.w. | bow, C 15 l b.w. I 15

o | 4 | bw | 10 D 5 | 13 | 5

A I 13 i bow. | bow, A | 13 | bow, l 15
M. avium B | w | 1w | 25 M. avium B | 1 | 1w | 15
D235 c | b.w. I b.w. | how, D4ER c | baw. | b.w. | b.w.

D ] b.w. | b,w,__| b,w D | b.w. | bw. | bw.

A ' 10 I b.w. | 15 A | 7 | 15 ] 15
M. intracellu- B | 5 | 13 | 10 M. intracellu- B | 7 | 13 | 13
igre serlp & I b.w. [ b.w. | b.w. lare. ser. 18 C | b.w l b.w | b.w.

D I bow, [ b.w, | b, D | b.w | b.ow | bow, _

A | e | 7 | 13 A | I T
MR B |4 | o [ g Mperew S B 2 T
TEPS c | 7 15 | bw TEPS c | 7 15 | bow

p | 7 | 7 1 15 p | 7 | 7 | 15

Objasnienia: ABCD — jak w tab. 1; b.w. — brak wzrostu w Objasnienia jak w tab. !.

okresie 20 tyg.

sy pratka tymotki w ilo$ci zgodnej z receptura (A) oraz
pieciokrotnie zwiekszonej (B) wzrost uzyskano we wszy-
stkich posiewach (100%). Obfity wzrost M. paratubercu-
losis nastgpil zaréwno w posiewach czyste] zawiesiny
szczepu, jak 1 z tkanek.

Znacznie mniej dodatnich wynikéw posiewu zanoto-
wano na podtozu surowiczo-agarowym. Wzrost M. para-
tuberculosis wystapil tylko na podiozach z dodatkiem
mykobaktinu w postaci suchej masy pratkow tymotki
i tylko na 17,9—30,7% posiewach. Lepsze wyniki od

tych ostatnich uzyskamo na podlozu Herrolda, szczegoél-
nie gdy suchg mase M. phlei dodawano w 5-krotnie
wiekszej ilosci (53,86 posiewow dodatnich).

Na podiozach z dodatkiem czynnika wzrostowego spo-
rzadzonego ze szczepu M. intracellulare ser. 16 i M.
avium D4ER wzrost M. paratuberculosis nastgpil tylko
na czesci posiewow i tylko po dodaniu suchej masy tych
pratkéw. Najwiecej dodatnich posiewow stwierdzono na
podtozu Nemoto (63,6—73,9%0).
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Znacznie lepiej, niz preparaty z dwu poprzednich
szczepow, wzrost pratka Johnego stymulowal mykobak-
tin ze szczepu M. paratuberculosis TEPS. I tu najlepsze
wyniki — 87,5%¢ posiew6w dodatnich uzyskano na po-
dltozu Nemoto z dodatkiem suchej masy pratkéw tego
szczepu.

W tab. 2 podano czas wzrostu M. paratuberculosis w
posiewach z hodowli. Najwczeénie], 4 tyg. po posicwie,
pojawil sie wzrost pratka Johnego na podlozu Nemoto
z dodatkiem suchej masy M. phlei lub wyciagéw alko-
holowych tege pratka w koncentracji 5-kretnie zwiek-
szonej. Rownie szybki wzrost uzyskano na podiozu Ne-
moto z dodatkiem suchej masy pratka Johnego w ilosci
5-krotnie wiekszej niz recepturowa. Stosunkowo szyb-
ko, po 5 tyg. uzyskano wzrost M. paratuberculosis na
podiozu Herrolda z dodatkiem suchcj masy pratka ty-
motki, a takze na podlozu Nemoto z suchg masa M. i
tracellulare, w 5-krotnie zwiekszonej iloci. Na pozo-
statych podiozach wzrost pojawil sie po uplywie 6—15
tyg. lub w ogéle go nie stwierdzono w okresie 20 tyg.
obserwacji.

W posiewach z materialu tkankowego (tab. 3) najlep-
sze wyniki hodowli M. paratuberculosis uzyskano na
podiozu Nemoto lub Herrolda z dodatkiem suchej masy
M. phlei lub wyciagu alkoholowego tego pratka w ilosei
5-krotnie zwigkszonej. Na podiozach tych kolonie prat-
ka Johnego widoczne byty juz po 5 tyg. inkubacji. Sto-
sunkowo szybko, po 6—7 tyg., uzyskano wzrost M. pa-
ratuberculosis na podlozu Nemoto i surowiczo-agaro-
wym z dodatkiem mykobaktinu ze szczepu M. paratu-
berculosis TEPS. Na wielu podiozach, szczegolnie za-
wierajacych mykobaktin w postaci wyciggu alkoholo-
wego ze szezepow M. intracellulare i M. avium, nie
stwierdrono wzrestu w okresie 20 tyg. inkubacji.

W warunkach przeprowadzanych do$wiadczen naj-
lepsze wyniki w hodowli i izolowaniu M. paratubercu-
losis uzyskano na podiozu Nemoto. Sposrod przedsta-
wicieli czterech badanych gatunkéw pratkéw, myco-
bactin sporzagdzony z pratka tymotki i pratka Johnego
znacznie lepiej stymulowal wzrost M. paratuberculosis,

niz podobne preparaty przygotowane z M. intracellu-

lare lub M. avium. Dodatek suchej masy pratkéw ty-
motki lub pratka Johnego do podiozy bardziej korzyst-
nie wplywatl na wzrost M. paratuberculosis, niz alko-
z tych drobnoustrojéw. Doniesienia
Mercala i McCullougha (10) $wiadczace, ze wyciggi z
M. johnei stanowia lepszy czynnik
wzrostowy, niz wyciagi z M. phlei (mycobactin P.), nie
znalazly potwierdzenia w przeprowadzonych badaniach.
Byé¢ moze odegrata tu role metoda sporzgdzenia myko-
baktinu, uzyte podtoza lub szczepy, ktérc na nie posie-
wano. Thorel i Haagsma (12) poréwnywali wzrost na
roznych podlozach kilkunastu szezepow mykobaktinoe-
zaleznych, wyizolowanych od dzikich gotebi. Cze$é szcze-
poéw rosta tylko na okreslonych podiozach, czesé tylko
na innych, mimo obecnos$eci w nich tego samego myko-
baktinu.

holowe wyciggi

(mycobactin  J.)

Prace nad podlozami, czynnikiem wzrostowym oraz
metodami obrobki materialu tkankowego przed posie-
wem, majgce na celu przyspieszenie wzrostu M. para-
tuberculosis, bedg przedmiotem dalszych badan.
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GUOUGH R. E., ALEXANDER D. J.: Choroba Pacheco u pa-
pugowatych w Wielkiej Brytanii w Jlatach 1987—1991.
(Pachiecs’s disease in psittacine birds in Great Britain 1387—
—ip 1531). Vet. Rec. 132, 113—115, 1983 (5)

Choroba Pacheco jest wysoce zakazng chorcbg papugo-
watych wywolang przez wirus z grupy herpes. Ptaki, ktére
przezyty zakazenie stajg sie ucdpornionymi nosicizlami za-
razka. Moze on by¢ wydalany w pewnych okelicznodciach
z ustroju 1 powodowaé¢ skazenie S$rodowicka. W Wielkizj
Brytanii wyoscbniono i zidentyfikowano 232 szczepy wirusa
choroby Pacheco wyizolecwane od papug. Wiekszosé szcze-
poéw pochodzita od ptakéw, kiére padly nagle. Dwadziescia
trzy szczepy wyoscbniono od papug 2z rodzaju Amazona.
W 1987 r. zdiagnczowano trzy przypadki cheroby Pachs=co,
za$ w 1881 r. 13 przypadkdw i2j choroby.



