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Przgdatność różngch podłożg i preparatóuJ czgnnika
ujzrostou]ego mucobactin do hodoulli Mgcobacterium

Summary

IJsefulness of Different Media and Growth Factor
Preparations for Culturing and Isolating Mycobac-
terium paratuberculosis

The growth rate and the number of positive cultures of
M. paratuberculosis on Nemoto's! serum agar and Herrold's
merlia with the addition of mycobactins have been com-
pared, Thc mycobactins w€re prepared from M. phlei,
M. 'rilracellulr,re, jvl. avium and M. tuberculosis. The suspen-
sions of M. paratuberculosis culture or tissues, intestines lnd
lymlrlr notles, collected from cattle affected with John's
disease were used for inoculation. The best results were
obtained on Nemoto's mediurn with the addition of l dried
mass of M. phlei or M. paratuberculosis. strain TEPS.

ParatubcrkuIoza (choroba Johnego) jest przcwlckłą,
zarażItwą chorobą przeżuwaczy. Występuje na całym
świecie (1, 14), także w Połsce (11, 13, 15). Chorobę wy-
wołuje Mgcobacterium paratubercu!,osis. Zarazck ten
ma po,winowactwo do błony śluzowcj i podśluzowej
p:zewodu pokarmowego, gdzie namnaża się, powo,dując
prze,rosto,wy nieżyt jeJ,it, a w konsckwencji uporczywą
biegunkę i postępujące wychudzenie zwierząt

W diagno,styce paratubcrkulozy wykorzystuje się ba-
dania bakteriologiczne, serologiczne, alergiczne i histo-
pato1,o,g,iczne, jednakże najistotnicjrsze znaczenie posiada
próba ho,dowlana, pozwalająca z całą pewnością po-
tw-ierdzić inf ekcję M. paratuberculosźs. Proba ta ma
jednak istotną wadę. Wy,nik o,trzymuje się po długim
okresie o,czekiwania, wynoszącym zwykle 6-12 tyg. od
chw,ili pos,iewu. M. paratuberculosis rośnie wolno i wy-
maga do swego wzrostu do,datku do po,dłoża czynnika
wzrostowego o nazwie mycorbactin, spo,rządzanego naj-
częściej z M. phlei. W wie].u 1aboratoriach prowadzi
się badania mające na celu opracowanie podłoża przy-
spieszającego wzrost M. paratuberclńosis (5, 6, ?). Po-
szczegóIni autorzy zalecają różne podłoża i mycobactin
sporządzony w różny spo,sób (B, 9, 10).

Ceilem pracy było po,równanie przydatrnoŚ,ci do izolo-
warria i hodowli M. paratuberculosżs trzecb, różnych po-
dłoży z dodatkiem myk,obakt,inu sporządzonego we
włas,nym zakresic z różnych mykobakterii,

Materiał i metody

Czynnik wzrostowy. Do sporządzenia mykobakti-
nu użyto szczepów: M. phleż, M. alsżum D4ER, M. intracellu-
lare ser. 16 oraz M. paratuberculosżs 'IEPS.

M. phleż namnażano na bulionie odżywczym, zawierają-
cym 40/o peptonu i 1010/o glicerolu. Po 4 tygodniach inku-
bacji uzyskiwano wzrost w postaci grubego kożucha po-
wstałego na powierzchni pożywki. M. auium i M. i,ntra-
cellulare namnażano na podłożu Lowensteina-Jensena we
flaszkach Roux. Czas wzrostu hodowli obu szczepów wy-
nosił 4 ty1. M. paratuberculosźs posiewano na podłoże Ne-
moto, po czym inkubowano przez okres 12 tygodni.
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Po uzyskaniu dostatecznie obfitego wzrostu, podłoża z
hodowlą prątków zabijano w autoklawie w temp. 121oC
przez 30 min., a następnie masę bakteryjną spłukiwano na
filtt z gazy i bibuły filtracyjnej, przepłukiwano trzykrot-
nie wodą destylowaną, po czym suszono w temp. 60oC.

Z każdego szczepu sporząclzano mykobaktin w postaci
wyciągu alkoholowego. W tym celu 20 g suchej masy
prątków ekstrahowano trzykrotnie 150 ml alkoholu etylo-
wego 960/o przez 20 min. Wszystkie porcje ekstraktu zbie-
rano do kolby i odstawiano na noc. Płyn znad osadu są-
czono przez filtr bibułowy, a następnie zagąszczano odde-
stylowu jąc całkowicie alkohoI. Do pozostałe j masy doda-
wano 80 ml 500/or wodnego roztworu glicerolu i wstawiano
do łaźni wodnej o temp. 100oC na okres 10 min., po czym
pozostawia,no w temperaturze pokojowej przez 24 godz. Po
tym czasie usuwano wierzchnią warstwę substancji wosko-
watych, a ptzezloczysty płyn zlewano do ampułek, zata-
piano i autoklawowano przy \ZLaC przez 20 min.

Sporządzano także z poszczególnych szczepów prątków
wyciąg alkoholowy w postaci 5-krotnie zagęszczonej (po
oddestylowaniu alkoholu dodawano nie B0, a 16 ml 500/o
roztworu glicerolu).

P o d ł o ż a. Badaniami objęto trzy podłoża: Nemoto (4),
surowiczo-agarowe (3) oraz Herrolda (2). Partię każdego
podłoża (1000 mI) dzielono na 4 części, dodając różne po-
staci i dawki czynnika wzrostowego,

Podłoże Nemoto:
do 1 części (A) - dodawano 5 mg suchej masy prątków

(zgodnie z recepturą tego podłoża)
do 2 części (B) - 25 mg suchej masy prątków
do 3 części (C) - 20 ml mykobaktinu w glicerolu
do 4 części (D) - 20 m1 mykobaktinu w glicerolu o kon-

centracji 5-krotnie większej
Podłoże surowiczo-agarowe i,ETerrolda:

do 1 części (A) - dodawano 0,16 g suchej masy prątków
(zgodnie z recepturą podłoża surowiczo-
-agarowego)

części (B) - 0,B g suchej rnasy orątków
części (C) - 20 m1 mykobaktinu w glicerolu (zgodnie

z recepturą podłoża Herrolda)
części (D) - 20 mI mykobaktinu o koncentracji 5-krot-

nie większej.
Wszystkie trzy podłoża (Nemoto, surowiczo-agarowe i Her-

rolda) z dodatkiem odpowiedniego czynnika wzrostowego
sporządzano równocześnie, a posiewy wykonywano w tym
samym czasie. Większą część podłoży z każdej partii prze-
znaczarLo na posiew z materiału tkankowego (wycinki je-
Iita lub węzłów chłonnych), a mniejszą na posiew zawie-
siny hodowli M. paratuberculosźs (0,2 m1 o gęstości 1 mg
półsuchej masy prątków w 1 ml 0,90/o roztworu NaC1). Wy-
konano łącznie posiewy na 1296 podłoży sporządzo.nych w
11 partiach, Z obliczen wyłączono posiewy, na których za-
nieczyszczenia utrudniały ustalenie wyniku. Wykorzystano
6 materiałów pochodzących od bydła dotkniętego paratu-

ał do posiewów przygotowywa,no według
asad (16), Posiewy inkubowano w temp.
20 tyE., kontrolując co 7 dni pojawianie

ratuberculosżs,

Wyrriki i omówienie

W ta,b, 1 prze,dsrtawriono licz,bę i odsetek dodatn,ich
posiewów uzyskanych na trzech badanych podłożach
z dodatk,ie.n mykobaktinu sporządzonego z różnych my-
koibakterii. Na podłożu l§emo o z dordatkiem suchei ma-

do2
do3

do4



,ąoJ lo Medycyna Wet. 49 (8) 1993

Tab. 1. Wzrost M. paratuberculosźs na podłożach z dodatkiem różnych preparatów czynnika wzrostowego

Liczba
posiewów
na każde
podłoże

Podłoża
pochodzenie
mykobaktinu

M. phleź

Rodzaj
materiału

Zawlesrna
materiał
tkankowy

Łącznie - 
nll

Nemoto s urowIc Zo - aga r owe Herrolda

B1.1o|olu|. B|C

Zawleslna

1,6 \ z I rr l ą l g I o la
23lrrIo1,olrlr|0 o I z I rr I o l ,

100 ]roo lza,z| 53,B|17,9 lso,zl0 lo Izs,olss,aI o lrz,a
ls|alo |o lr |z io |o |z |: lo\o
l,| a|o l, |r |z |o |o |, 13 |,l,M źntracellu-

Lare
materiał
tkankowy

M. alsium

Łącznie-'/, l 23 lz:,s| 69,5 l 0 | 0 ls,oIrz,sl o I o Irz,r
zawiesina I a lslaIo lo Iz
ii:"jiXl" | ,n Iul*], |, |,
Łącznle-o/, l 22 los.ol 54.5 l o l o Irs,olrs,rl o l o l 9,0 l 9,0 l o l 0

zawiesina l
g I e l a lz | ą lz ls 11 r lslglol2

s | . l , l , | , | ,r | , I o I s

Łacznte-oń | 2l, l sz,sl az.slzo.a I sz.; l 33,3 l 2,5,0 l rz,s l 12.5 l 5s,3 l+s.a l o I zs,r

M. paratu-
berculosis

objaśnienia: + 
- liczba dodatnich

W dawce 5! większej, c - dodatek
Większej.

posiewów, A - dodatek suchej masy plątków,
wyciągu alkoholowego, dawka l,ecepturowa, D

dawka lecepturowa, B - dodatek suchej masy

- dodatek wyciągu alkoholowego w dawce 5 X

Tab 2. Czas wzrostu M. paratuberculosis w posiewach
z hodow]i (w tyg.)

Tab. 3. Czas wzrostu M. paratuberculosźs w posiewach
z materiału tkankowego (w tyg.)

Czynnik
wzrostowy ze

szczepu

Podłoża

M. phleż

M, auium
DlER

M, żntracellu-
lore ser. 16

M. paratu-
berculosżs
TEPS cIzIrsIu.-.

Dlzlllrs
ob jaśnieflia: ABCD - 

jak w ta}r. 1: b.w. - blak wZIoStu w
oklesie 20 tyg.

sy prątka tymotki w ilości zgodnej z recepturą (A) oraz
pięciokrotnie zwiększorrej (B) wzrost uzyskano we ,wszy-
stkich pos,iewach (100']/o). Obfity wz,rost M, paratubercu-
losżs nastąp,ił zarówno w posiewach czystej zawiesiny
szczepu,jakiztkanek.

Znaczruie mrriej dodatnich wyników posiewu zanoto-
wano na podłożu surowiczo-agarowym. Wzrost M. para-
tuberculosis wystąpił tylko na podłożach z dodatkiem
mykobaktinu w postaci su,chej masy prątków tymotki
i tylko na 17,9-30,?'0lo posiewach. Lepsze wyniki od

Al
BIslr:le
clrslu.-. lrs
Dl

AIzlrl,,
Blolzlro
Cl

Czynnik
wzrostowy ze

SZcZepu: Nemoto

Postać
czynnika
wzrosto-

wego

Podłoża

M. phlei

M. aużum
D4ER

M, paratu-
berculosis
TEPS b_w.

1Ę

ob jaśnienia jak w -tab. i.

tych ostatn,ich uzyska,no na podłożu Herrolda, szczegóI-
nie g,dy suchą masę M. phleż dodawano w 5-krotnie
rviększej ilości (53,Br/o posiewów do,datnich).

Na podłożach z dodatkie,m czynnika wzrostowego spo-
rządzonego ze szczepu M. żntracellulare ser. 16 i M.
auium D4ER wzrost M. paratuberculosis nastąpił tylko
na części polsiewów i tylko po dodaniu suchej masy tych
prątków. Najwięcej dodatrr,ich posiewów stwierdzono na
podłożu Nemoto (63,6-?3,90/o).

D

Dlł.,-. ln.*. lt.*.
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Znacznie lepiej, niż preparaty z dwu poprzednich
szczepów, wzrost prątka Johnego stymuJ.ował mykotlak-
tin ze szczepłr M. paratuberculosżs TEPS, I tu najlepsze
wyniki - B7,5)l(] posiewów dodatnich uzyskano na po-
dłożu Nemoto z dodatkiem suchej masy prątków tego
szczepu.

W tab. 2 podano czas wzrostu M. paratuberculosis w
p,osiewach z hodo,wli. Najwcześniej, 4 tyg. po posicwie,
pojawił się wzrost prą.tka Johnego na podłożu Nemoto
z doCatkiem suchej masy M. phleż lub wyciągów alko-
hołowych tego prątka w koncentracji 5-krotnie zwięk-
szonej. RÓwnie szybk,i wzrost uzyska,no na podłożu Nc-
rnoto z dodatkiem suchej masy prątka Johnego w ilości
5-,krotnie większej niż recepturowa. Sto,sunkowo szyb-
ko, po 5 tyg. uzyskano wzrost M. paratuberculosźs na
podłoźu HeL:rolda z do,datkiem suchcj masy prątka ty-
motlki, a także na podłożu Nernoto z suchą masą M, in-
tracellulare, w 5-krotnie zwiększone j ilości. Na pozo-
stałych podłożach wzrost pojavrił się po upływie 6-15
tyg. lub w ogóle go nie ,stwierdzono w okresie 20 tyg.
observ,,ac ji.

W posiewach z materiału tkankowego (tab. 3) najlep-
sze wyniki hodowli M, paratubercu!,osżs uzyskarno na
podłożu Nemo,to lub Herrołda z dodatkiem suchej masy
M. phlei lub rvyciągu alkoholowego tcgo prątka w ilości
5-krotnie zwiększo,ncj. Na podłoża,ch tych kołonie prąt-
ka Johnego widoczre były już po 5 tyg. inkubacji. Sto-
surrkowo szybko, po 6-? tyg., uzyskano wzrost M. pa-
ratuberculosżs na podłożu Nerno;to i suro wiczo-agaro-
wym z doCatkiem myko,baktinu ze szczepu M. paratu-
berculclsis TEPS. Na wieltr podłożach, szczegó\,nie za-
wierających mykoba,ktin w postaci wyciągu alkohoio-
,wego ze szczcpów M. żntracellulare i M. auium, nte
stwiierd.ono wzr,ostu w okresie 20 tyg. inkubacji.

W waru,ir,kach przeprowadzanych dośv,ziadczeń naj-
lepsze wyn,iki w hod,owli i izolowaniu M. paratubercu-
losźs uzyskano na po,dłożu Nemo,to, Spośród przedsta-
-łicieli czterech badanych gatunków prątków, myco-
bactin sporządzony z prątka tymotki i prątka Johnego
zna.czmie lepiej stymulował wzrost M. paratubercu!.osis,
niż poCobne preparaty przyg,otowa,ne z M. żntracellu-

I{AŁBU§ P. C,, F.Ą{JŁ tr. s., ANDBilWS J. .T,, §A,NDEfi,§O}J
T" P., ROSS ii. F., SCHIVAĘT;ą I(" J., E&Ił(SGN ts. ,!",
HIŁL H. T., FJOFFI},{,ĄN Ł. .F.: Bcświadezaine przeniesiełie
zapa9enia r,,,il,usovlego piuc na rrorrną!rre i głaóohicćyczłie
prosięta. (E,-<perimeutal transrnissisn of an łppaiłet viralplcłłm;lria in convertticnal and gnctobi*tic pigs), Vet. Rec.
132, 263-266, 1993 (11)

natu p}uc chorych osobnikól,z. \i/ hcdcrv]i 1<omórl;or,,le j w
mikros.lopie elel;trcnolvym,ł,łyróżrLiala d-va rcCzaj: czą:t:-

miarach 80-32C nm, pckryie przccir"",ciałaml. Wirus wy-
wołuje zmiany cytopatyczne (liza kornórel,; pierlvotlych ho-
dOwli makrofagów pęche-rzykólrł płucnyi:h, tworz:nie dużych
syncytiów). 

G.

lore lub M. auium. Dodatek suchej masy prątków ty-
motki lub prątka Jor,-nego do po,dłoży bardziej korzyst-
nie wpływał na wzrost M. paratubercul,osis, niż alko-
holowc wyciągi z tycin drobnoustro jów. Doniesienia
Mercala i McCtrllougha (10) świadczące, że wyciągi z
M. johneź (myco,bactin J.) stanowią lepszy czynniik
wzlostowy, niż wyciągi z M. phlei (mycobactin P.), nie
znalazły potwierdzenia w przeprowadzonych badaniach.
Być może odegrała tu rołę meto,da sporządzc,nia myko-
baktinu, użyte podłoża lub szczepy, którc na nie posie-
wano. Thorel i Haagsma (12) po,równywatri wzrost na
rożnydn podłożach kilkunastu szczepów mykobakt;ino-
zależnych, wyizołowanych od dzikich gołębi. Część szcze-
pów rosła tylko na określonych po,dłożach, część tylko
na innych, mimo obecności w nich tego samego myko-
baktinu.

Prace nad podłożami, czynnikiem wzrostowym oraz
me,todarn obróbki materiału tkankowcgo przed posie-
wem, mające na celu przyspieszenie wzrostu M para-
tuberculc,lsżs, będą przedmiotern dalszych badań.
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Choroba Pacheco jest wysoce zakaźną chorobą papugc-
rvatych wywołaną przez r,virus z ctL\py herpes. Ptaki, które
przeżyłl, zakaż=lie stają się ucdpcrnionyrni nosici:la.ni za-
razka. Może on być -łydalany r"l,z pevlnych okclicznościach
z lrstro ju i powodow,ać skażer.ie środ_owiska. W Wielkie j
Brytanii rvyosobniono i zidentyfikowano 32 str.z3py rvirusa
chorcby Pacheco r,vyizcicr,lr ane od ps,oug. Więksrość szcze-
pów pochodziła oC ptakó,w, które padły nagle. Dwadzieścia
trzy szczepy wyosobniono oti papug z rodza ju Amazułna.
W 198? r. zdia,gnczovlano ttzy przypadki choro'by Pach.:co,
zaś w 1991 r. 13 przypaCkólv ,Lej choro'o;r.
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