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W zwiazku z podjeciem przez katedre prac nad budowg antygenows
P. muitocida, wysunelo sie zagadnienie odpowiedniej pozywki dla
tych drobnoustrojéw, przynajmniej takiej, ktéra dawalaby duzg ilos¢
masy komoérkowej o odpowiednich wartoSciach antygenowych. W opar-
ciu o dostepng literature chcialbym w pierwszym rzedzie przedstawic
akiualny stan wiadomos$ci o zapotrzebowaniach wzrostowych P. mulio-
cida.

Wzrost tych drobnoustrojéow jest zalezny od réznych czynnikow,
m. in. od koncentracji jonéw wodorowych w pozywkach, temperatury
inkubacji, od jakosciowego : ilosciowego skladu chemicznego podloza.
P. multocida na podlozach sztucznych ro$nie w granicach pH od
6—8,5. Optimum pH lezy jednak w zakresie 7,2—7,4. Optimum tempe-
ratury inkubacji dla tych drobnoustrojéw wynosi 37°C Merchant (1956).
Podobnie jak i innym drobnoustrojom réwniez dla P. muitocida nie-
zbedne sa do wzrostu sole nieorganiczne. Niektére jony zwigzkow mine-
ralnych odgrywaja role aktywatorow w reakcjach enzymatycznych, jak
np.: Mg, ktéry ma duze znaczenie w procesach fosforylacji, i jest
aktywatorem koenzymu A. Poza tym sole s3 czynnikiem utrzymujacym
staly poziom ci$nienia osmotycznego i stabilizuja rownowage jonowsg
miedzy komoérka a $rodowiskiem. Role czynnika regulujgcego cisnienie
osmotyczne spelnia chlorek sodowy, w praktyce zazwyczaj do pozywek
dodaje sie sole zawierajace kationy Na, K, Mg, oraz aniony SO;POq
i Cl.

W sklad krwinek, ktére najcze$ciej dodaje sie do podiéz wchodzi
hematyna nazywana czynnikiem X dla pateczek Haemophilus. Czyn-
nik ten zawarty w krwinkach sprzyja wzrostowi wszystkich drobno-
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ustrojow juz w dawkach rzedu tysiecznych mikrograma na mililitr
pozywki. Czynnik wzrostowy X dziala jako katalizator oddechowy
wzrostu odbywajgcego sie¢ w warunkach tlenowych.

Webster juz w 1925 r. zauwazyl, ze dodatek krwi do podloza
umozliwia lepszy wzrost P. multocida w warunkach tlenowych. Jor-
d an (1952) zaobserwowala podobne zjawisko i stwierdza, ze krew moze
by¢ zastgpiona przez hematyneg, katalaze, siarczyn sodowy i inne ciala
zdolne do katalizowania rozkladu perhydrolu. W dalszych badaniach
wspomniana autorka udowodnila, ze wymienione przez nig substancje
maja znaczenie dla wzrostu P. multocida jedynie w warunkach tleno-
wych. Dzialania ich nie mozna tlumaczyé¢ bezpo$rednim wplywem na
wzrost P. muitocida gdyz np. hematyna nie oddzialywala na produkcje
enzymow ale jedynie regulowala doplyw tlenu. Badania przeprowadzano
positkujac sie podlozami statymi.

Wedlug Baina (1959) czysty tlan uzyty do przewietrzenia hodowli
P. multocida na podlozu pltynnym jest inhibitorem wzrostu gdyz likwi-
duje slabe dzialanie katalozy. Dodatek CO, do powietrza uzywanego
do przewietrzania hodowli plynnej na podlozu Baina i Jonesa
(1958) nie wywieral ani ujemnego ani dodatniego wplywu na wzrost. Po-
dobnie zachowaly sie¢ hodowle, jezeli przewietrzano je tylko zwyklym
powietrzem filtrowanym. Dzialanie czystego tlenu na wzrost P. mul-
tocida mozna bylc zahamowaé¢ dodajgc duze ilosci krwi.

Wynika z tego wniosek, ze w hodowli wystepowalo podobne zjawisko
jakie opisala Jordan. Przewietrzanie hodowli powietrzem w zwykly
sposob zwicksza powierzchnie odzywiania dla drobnoustrojéw. Podobne
rezultaty mozna osiggnac¢ stosujgc zamiast przewietrzania wistrzasanie
co praktykuje sie przy hodowli w matych objetosciach.

Ry u (1959) donosi, ze éwieza surowica krwi koéz, koni, bydla hamuje
wzrost P. multocida. Czynnik hamujgcy zawarty w surowicy ginie po
ogrzaniu jej do 60°C w ciaggu 30 min. Autor pracy przypuszcza, ze
czynnikiem tym jest aleksyna. Surowica krwi kury nie wykazywala
jednak tego dzialania. Dodanie krwinek odmytych z surowicy ma wy-
razne dzialanie pobudzajgce wzrost P. multocida.

W jednej ze swej publikacji Jordan (1952) omawia znaczenie mal-
tozy i galaktozy jako jedynych zrédel wegla w tlenowych warunkach
hodowli. Weglowodany te na podlozu syntetycznym hamuja wzrost
pastereli w réznym stopniu, natomiast kwas mlekowy i sacharoza sta-
nowig wystarczajace zrodlo wegla zapewniajagce normalny wzrost tych
drobnoustrojéw. Berkman (1940) wykazal, Ze pantotenian wapnia,
amid nikotynowy, biotyna, dwufosfopirydy, nonukleotyd sa czynnikami
podstawowymi wzrostu P. multocida. Tenze Berkm an pisze jednak, ze
ani czysta biotyna ani czysty kwas nikotynowy nie moga zastapié
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wymienionych poprzednio nieoczyszczonych preparatow biotyny, czy
tez amidu kwasu nikotynowego. Czynnik, ktorego nie dato sie zidentyfi-
kowaé nazwano , Butylfaktor”.

7 publikacji Jerdan (1952) wynika, Ze czynnikami wzrostowymi
dla P. multocida s3: kwas olejowy, amid nikotynowy, tiamina, panto-
tenian wapnia i 1-cystyna.

Bain i Jones (1958) majgc na uwadze obecno$¢ duzej ilosci
witamin w wyciggach wodnych z komérek drozdzowych, opracowali
podloze, na ktérym uzyskali wielokrotnie bogatszy wzrost P. multocida
anizeli na podlozach stosowanych dotychczas.

Wiekszos¢ witamin znajdujgcych sie w wyciggach wodnych z droz-
dzy stanowi czynniki wzrostowe dla P. multocida.

W dos$wiadczeniach przeprowadzonych w Zakladzie Mikrobiologii
Wydzialu Weterynaryjnego w Warszawie wykorzystano podioze opraco-
wane przez Baina i Jonesa (1958) o skladzie: 170 ml hydrolizatu
kazeiny, 100 ml wyciggu wodnego drozdzy, 5 g tryptonu, 2 g sacharozy,
1 g krystalicznego siarczanu magnezowego (MgSO, - 7TH0), 2,72 g kwas-
nego fosforanu potasowego dwuzasadowego (KH,POy), 10,745 g kry-
stalicznego kwasnego fosforanu sodowego (Na,HPO,, 12 H,;0), i dopel-
niono woda destylowang do 1000 ml. Po ustaleniu pH na 7,6 sterelizo-
wano w autoklawie przy 120°C przez 12 min. Dobrze przygotowane
podloze zawiera okolo 270 mgl catkowitego azotu okreslonego metoda
Kjeldahla w 100 ml pozywki.

Ponizej podaje sposoby przygotowania poszczegélnych skiadnikow
pozywki:

a) Hydrolizat kazeiny: do 200 g kazeiny dodac 170 mi 10n HCI
i 10 ml wody mieszaé do chwili rozpuszczenia kazeiny: sterylizowac
w autoklawie przy 120°C przez 45 minut, oziebia¢ i zobojetniac 5-pro-
centowym NaOCH do pH 7,0. Lug sodowy nalezy dodawa¢ stopniowo,
azeby nie dopuéci¢ do podwyzszenia temperatury hydrolizatu powyze]
30°C. Nastepnie dodaé 3% wegla aktywnego, saczy¢ przez bibule. Plyn
uzyty do pozywki powinien mie¢ barwe stomkows.

b) Przygotowanie wyciggu wodnego drozdzy: do 450 g sprasowanych
komorek dodaé¢ 500 ml wody destylowanej, doprowadzi¢ do wrzenia
i gotowaé niezbyt gwaltownie przez 5 min. stale mieszajac, nastepnie
odwirowaé. Do sporzadzenia pozywek uzy¢ ptyn znad osadu. Na plynnej
pozywce Baina-Jcnesa nawet przy matym inokulum wyjsciowym
drobnoustrojéw mozna otrzymaé obfity wzrost. Jest on okolo 5-krotnie
wiekszy niz na zwyklym bulionie z miesa konskiego. Bain zaleca prze-
wietrzanie hodowli filtrowanym powietrzem, gdyz pozwala to otrzymac
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obfitszy wzrost i wiekszg mase komorkows. Z 1000 ml hodowli na
podiozu wedlug sprawozdania, Baina i Jonesa otrzymuje sie 0,5 g ko-
morek bez przewietrzania, a 1,9 g przy intensywnym przewietrzaniu.

Zacheceni dobrymi wynikami hodowli podanymi przez Baina po-
stanowiliSmy podda¢ prébom opisane podloze, tym bardziej, ze stosowane
bylo ono dla produkeji masy komérkowej do szczepionek.

Przedmiot naszych badan stanowilo 20 szczepéow P. mwultocide za-
rowno S$wiezo wyizolowanych jak i muzealnych przechowywanych
w pracowni okolo 1 roku. Szczepy roéznily sie miedzy sobg zaréwno
wlasciwosciami biochemicznymi jak i serologicznvmi. Mimo tego wzrost
kazdego z 20 szczepéw byl w zasadzie jednakowo obfity.

Przed wysianiem na podloze Baina wszystkie szczepy posiewano na
skosy krwawe na 24 godziny. Nastepnie splukiwano roztworem fizjolo-
gicznym soli kuchennej i doprowadzano stan zmetnienia do 100 000 000
poréownujac z standardem przygotowanym metods Wrighta. W ten spo-
sOb w duzym przyblizeniu zdolano okre§lié inokulum wyjsciowe do po-
siewu na podloze. Z kolei zawiesine rozcienczano do 1000 komoérek
w 1 mililitrze i 0,1 ml posiewano na 3 ml pozywki. Po 24 godz. inkubacji
w cieplarce w temperaturze 37°C hodowle starannie mieszano, a na-
stepnie rozcienczano roztworem fizjologicznym NaCl do 10— z tego
rozcienczenia wysiewano 0,1 ml na agar krwawy na plytce o ® 10 cm.
Material na powierzchni rozprowadzanc réwnomiernie bagietks szklang.
Po 24 godz. inkubacji w cieplarce odczytywano wyniki liczge wyrosle
kolonie na powierzchni pozywki. Analogicznie postepowano z hodowlg

kontrolna na zwyklym bulionie, uzyta zamiast pozywki Baina-Jonesa
(wyniki zawiera tabela 1). |

Uzyskane wyniki wskazuja, ze Srednia wzrostu dla 20 szczepéw na po-
diozu Baina-Jonesa jest okolo 6-krotnie wieksza bez wstrzasania i okolo
9-krotnie wieksza z wstrzgsaniem hodowli niz hodowli w bulionie
zwyklym w tych samych warunkach. Z tego zestawienia wyzsza war-
tos¢ Baina-Jonesa w poréwnaniu z bulionem odzywczym jest niezaprze-
czalna. Uzyskane wyniki s3 zasadniczo zgodne z danymi podanymi przez
Baina jakkolwiek uzyte metody roéznily si¢ miedzy soba.

- W dalszym ciggu badan podloze prébowano zestali¢ 3-procentowym
agarem. Wzrost P. multocida na podlozu zestalonym byl jednak skapy
i wymagal duzego inokulum do posiewu. Nalezy dodaé¢, 7e warunki
hodowli na podlozu stalym zapewniajg wigkszy doptyw tlenu niz w plyn-
nym. Czynnikiem hamujgcym wzrost na podiozu stalym moze byé tlen,
-a nie brak skladnikéw odzywczych. Na podlozu tym rosng 1ovvn1e7
dobrze wszystkie inne rodzaje drobnoustrojow.
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Tabela 1
Poréwnanie wzrostu P. multocida na odzywczym bulionie i na podlozu Baina-Jonesa
24-godzinna hodowla rozcieficzona 10-°
hodowla hodowla
niewstrzgsana wstrzgsana
L podloze podtloze
Szczepy iCZb: bulion Baina bulion Baina
SECZEPIN Jonesa Jonesa
érednia ilo$¢ wyrostych kolonii
(na podlozu stalym)
zlepiajace si¢ pod wplywem
monowalentnej surowicy anti
P. bubaliseptica (8369) 4 18 107 22 175
zlepiajgce sie pod wplywem
monowalentnej surowicy anti
P. ovoseptica (8747) 1 23 98 16 171
nie zlepiajgce si¢ pod wplywem
powyzej podanych surowic 15 16 86 22 156

Wszystkie cytowane tu prace nie wigza zagadnienia odzywiania
z podzialem serologicznym ani z budowa antygenows. Wyjatek stanowi
praca Baina i Jonesa, ktéry pracowal w szczegblno$ci z typem I
Robertsa. Powigzanie zagadnienia budowy antygenowej z zagadnie-
niem odzywiania mogloby mie¢ powazne znaczenie dla produkceji szcze-
pionek i ich skuteczno$ci dla zwierzat.

Odpowiednia gestos¢ hodowli na podiczu Baina-Jonesa umozliwia
uzycie jej bezposrednio bez zageszczania jako antygenu do uodparniania
zwierzat. Ma to te zalete, ze do podloza podczas wzrostu wyptukujg
sie tez rozpuszczalne antygeny co jak wiadomo nie jest obojetne przy
produkeji szczepionek wzglednie surowic. Pozywka Baina-Jonesa po-
winna znalezé w kraju zastosowanie dla przygotowania:

a) zawiesin bakteryjnych do produkcji szczepionki i surowic odpor-
nosciowych,

b) zawiesin bakteryjnych dla celéw diagnostycznych,

¢) masy bakteryjnej dla badan skladu antygenowego P. multocida,

d) moze byé tez podstawa opracowania podioz wybiorczych do izolacji
P. multocida bezposrednio z materiatu. (Brak podi6z wybidrczych wska-
zuje na potrzebe podjecia badan w tym kierunku). Podloze to jest
o wiele tafisze od podl6z miesnych i tym samym moze zmniejszy¢ koszt
produkeji.
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Kasumex Byxoscku (Bapmasa)

POCTOBLIE TPEBOBAHUA BUJA PASTEURELLA MULTOCIDA

PesziMe

Ha ocHOBaHMM IOCTYIIHOJM JMTEPaTypbl B JOKJIAJle PaACCMOTPEHa POJib
KPOBM, reMaTyHa, BUTaMMHOB, caxapoB mJda P. multocida B a9poOHBIX 1 aHa-
9POOHBIX YCJIOBUAX POCTa. 3aTEeM IIPOBEAEHO aHAJIM3 IIPUTOLHOCTM Y ITUTA-
TEJBbHOM LEHHOCTM XKuAKOM cpenb! beitma m JIxxonca (1958). Ina omnbIToB
ucosb30BaHo 20 mrammoB P, multocida pa3iMyHBIX CEPOJIOTMYECKUX
tnroB. Poct P. multocida Ha 3T0I1 cpeme ompenesasca ¢ IIOMOIULI0O METOAA
pa3baBieHMa XKUAKOM KyJabTypbl. KyabTypnl noceuBasmucs B paszbaBiaeHun
T 10 B kosmuectBe 0,1 My Ha IMTATENBHBIA arap ¢ KpoBwio. CpemHsas
pocta (KosmmuecTBa KOJOHMM) muasa 20 mrammoB P. multocida Ha Xmmkoit
cpene no Beitny u JIxxoHCYy 6e3 BCTpAXMBaHMA BO BpeMdA MHKyOarmyu Oblia
B 6 pa3 Bbllle, a CO BCTpAXMBaHMEeM B 9 pas BbIlle, YeM Ha OOBIKHOBEH-
HOM nuTaTeJibHOM OysaboHe. CpenHsasa pocra P. multocida Ha cpeme Beitna

i xxoHca cryuenHoit 3% arapom He OTJMYajach OT CpefHell pocTa Ha
OOBIKHOBEHHOM IIMTaTeJIbHOM arape.



Kazimierz Bukowski (Warszawa)

THE GROWTH REQUIREMENTS OF THE SPECIES
PASTEURELLA MULTOCIDA

Summary

In the presented paper, on the basis of the accessible literature, the
author discusses the role of blood, haematin, vitamins, and sugars for
P. multocida under aerobic and anaerobic growth conditions. After-
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wards an analysis was conducted to state the usefulness and nou-
rishing value of the fluid medium after Bain and Jones (1958). Twenty
P. multocida strains of various serological types were used in the
experiment. The growth of P. multocida on the medium was determined
by means of the fluid culture dilutions method. 0.1 ml of the culture
diluted 10 + was disseminated on the nutrient agar with blood. The
mean of growth of the colonies number for twenty P. multocida strains
in the fluid medium after Bain and Jones, without shocking them during
the incubation was by six time greater than in the ordinary nutrient
broth. The mean of growth of P. multocidae in the Bain and Jones’
medium, as coagulated with the three percentageous agar, did not
differ from the mean of growth in the ordinary nutrient agar.



