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Diagnostyka bakteriologiczna pastereloz zwierzat domowych na pod-
stawie §wiezego materialu sekcyjnego nie przedstawia zadnych trudnosci.
Prawie zawsze mozna wyizolowa¢é czyste kultury P. multocide pod warun-
kiem, ze zwierze nie bylo leczone antybiotykami.

Jezeli material jest zle zabezpieczony podczas wysylki do laboratorium,
zwlaszcza w lecie, to najczeSciej rozwija sie w nim przypadkowa {lora
bakteryjna, ktéra utrudnia wlasciwe rozpoznanie. Na trudnoscj napotyka
sie¢ réwniez przy poszukiwaniu P. multocida w materiale z przypadkow
zakazen bezobjawowych nosowo-gardlowych, w odchodach zwierzecych
oraz ze Srodowiska przebywania zwierzat.

Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie podloza namnazajgco-wy-
biérezego lub wybiérezego dla P. multocida. Podloze takie byloby pomoc-
ne przy rozwigzywaniu trudnosci napotykanych do tej pory w laborato-
riach badawczo-rozpoznawczych. Mialoby ono réwniez powazne znaczenie
dla poglebienia naszych wiadomos$ci o drogach i zrédiach rozprzestrzenia-
nia sie P. multocida.

- Dla wiekszosci drobnoustrojéw chorobotwérezych, takich jak salmone-
le, shigele, paciorkowce, gronkowce, wloskowce rézycy — znane sg liczne
podloza diagnostyczne szeroko stosowane z dobrym wynikiem. Natomiast
dla pastereli, a zwlaszcza P. multocida znane sg tylko nieliczne podloza
tego rodzaju. Wyniki osiggane za pomoca tych podiéz sg raczej niezado-
walajace. W zwigzku z tym na konferencji zorganizowanej przez Wydzial
V Polskiej Akademii Nauk w dniu 20. VI. 60, poswigconej zagadnieniu
pastereloz zwierzat domowych, wyplyneta koniecznos¢ opracowania no-
wego podioza wybiérczego lub poddania krytycznej analizie juz znanych
podiéz wybidrezych.
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W celu przyspieszenia biegu przedsiewzigtych badan podzielono tema-
tyke miedzy poszczegélne zaklady naukowe. Wiasnie Katedrze Mikro-
biologii Wydz. Wet. SGGW przypadlo w udziale m. in. zadaniami opraco-
wanie podtoza wybidrezego.

Badania nad wyosobnianiem czystych kultur drobnoustrojéw chorobo-
tworczych na okreslonych podlozach siegajg poczatkéw ery mikrobiolo-
gicznej. Z biegiem czasu, gdy pojawily si¢ substancje hamujace wzrost
drobnoustrojéw (inhibitory), poczelty pojawiaé sie nowe opracowania pod-
16z wybiodrczych dla okreslonych drobnoustrojow.

Poddano badaniom dzialanie licznych substancji chemicznych i okres-
lono ich role jako inhibitoréw wstrzymujgcych wzrost bakterii zaréwno
chorobotwoérezych, jak i niechorobotwoérezych. Duze mozliwosci stworzylo
odkrycie bakteriostatycznych i bakteriobéjczych wtasciwosei barwnikow
anilinowych. Odkrycie antybiotykéw znacznie powiekszylo liczbe stoso-
wanych inhibitoréw i mozliwosci opracowywania w oparciu o nie nowych
lepszych podiéz wybiérezych. Sposréd inhibitoréw, ktére znalazly zasto-
sowanie w podlozach wybiérczych, nalezg ze zwigzkéw nieorganicznych
chlorek kobaltowy, azydek sodowy, telluryn i telluran potasowy, zas$
z barwnikéw anilinowych — fuksyna, fiolet krystaliczny i goryczkowy,
zielen malachitowa i wiele innych. Z antybiotykéw nalezy wymienié¢ peni-
cyling, neomycyne, tyrotrycyne, karbomycyne, bacytracyne.

Wielu badaczy przed odkryciem antybiotykéw opracowywalo pod-
toza wybidrcze dla pastereli. Nalezg do nich: Dremann, Teagua
(1917), Meyer, Batchelder (1926), Thal Chen (1930) oraz D as
(1948). Podloza opracowywane przez wymienionych badaczy nie spelnialy
jednak pokladanych nadziei, gdyz pasterele wykazywaly skapy wzrost,
a drobnoustroje z flory przypadkowej, zaré6wno Gram -+, jak Gram —,
wyrastaty nie rzadko prawie tak, jak na normalnych podlozach odzyw-
czych. Podloze Dasa prébowano wykorzystaé u nas ale wyniki byly nieza-
dowalajgce i dalszych préb z nim zaniechano.

Do bardzo nowoczesnych podi6z wybiérezych dla P. multocida nalezy
podloze opracowane przez Morrisa (1958). Na podstawie danych autora
daje ono bardzo dobre mozliwosci wyosobniania pastereli z badanego ma-
terialu. Jednak zastosowane w tym podlozu wybiérczym standartowe pod-
loze podstawowe firmy ,,Difco” jest trudne do nabycia, a antybiotyk tyro-
trycyna réwniez nie jest u nas tatwo osiggalny. Nie pozwolilo to autorom
oceni¢ to podloze i poréwna¢ wlasne wyniki z wynikami Morrisa.

Podejmujac niniejsze opracowanie wzieto pod uwage zaréwno inhibi-
tory z grupy substancji nieorganicznych, barwnikéw anilinowych, jak tez
i antybiotyki. Kierowano si¢ réwniez wzgledami dostepnosci w kraju
skladnikéw potrzebnych do opracowywanego podloza. Stanowi ona pod-
stawowy warunek mozliwosci powszechnego zastosowania podtoza w diag-



[3] Diagnostyczne podtoze wybidrcze — K. Bukowski, Z. Szynkiewicz 41

nostyce laboratoryjnej przez placowki ustugowe i badawcze. Odpowiedni
dobor podioza podstawowego i inhibitoréw, ustalenie ich zakresu dziala-
nia stanowi cel niniejszej pracy.

Materialy i metodyka badan. Podloza: w badaniach wlas-
nych nad podlozem wybidrczym uzyto jako podioza podstawowe pozywki
plynnej i statej. Sklad pozywki plynnej byl nastepujgcy: sacharoza — 2,0
lub glikoza 10,0, MgS4,+ TH,O0 — 1,0, KH,PO, — 2,74, Na,HPO, - 12H,0 —
10,745. Skladniki te rozpuszczano w bulionie do objetosci 1000 ml. Po-
zywka stala zawierala te same sktadniki z dodatkiem 2% agaru i 5% suro-
wicy inaktywowanej przez 30 min. przy 60°C lub 5% odwldknionej krwi
baraniej albo konskiej. Przed wyjalowieniem pH obu pozywek doprowa-
dzano do 7,4 lub 7,6; sterylizowano pod ci$nieniem 3/4 atm. przez 20 min.

Inhibitory: z azydku sodowego, tellurynu i telluranu potasowego przy-
gotowywano l-procentowe roztwory wodne, a z chlorku kobaltowego 10-
procentowy roztwor wodny, ktére wyjalawiano w aparacie Kocha przez
15 min. Fiolet krystaliczny, akryflawine, zielen malachitows, zielen bry-
lantowg przygotowywano jako 0,25-procentowe roztwory wodne i wyja-
tawiano w aparacie Kocha przez 30 min. Roztwory antybiotykéw, karbo-
mycyny, neomycyny i maksypenu przygotowywano w jalowej wodzie
destylowanej o pH 7,4 w stezeniu 25 mg/ml i przechowywano w potrzeb-
nych porcjach w stanie zamrozenia.

Szczepy laboratoryjne uzyte w do$§wiadczeniu: 26 terenowych szcze-
pow P. multocida otrzymane z WZHW; trzy szczepy standartowe typu
serologicznego A B D — od dr Cartera. Poza tym uzyto: 6 szczepéw E. coli,
2 — Proteus vulgaris, 3 — Erysipelothrix insidiosa, 2 — Bac. subtilis, 4 —
Salmonella z grup serologicznych B i C, 3 — Streptococcus viridans, 1 —
Klebsiella scleromatis, 3 — Staph. aureus.

Pierwsze serie doswiadczen wykonano na podiozu plynnym z wymie-
nionymi uprzednio inhibitorami, metodg seryjnych rozcienczen, stosowa-
nych w badaniach wrazliwos$ci drobnoustrojéow na antybiotyki. W dos-
wiadczeniach tych chodzilo o zbadanie przydatnosci inhibitoréw do uzycia
w opracowywanym podiozu wybidrczym, zaréwno dla drobnoustrojéw
Gram -+, jak Gram -. W tych wstepnych prébach uzywano tylko szcze-
péw P. multocida, E. coli i Staph. aureus. Do dalszych do$wiadczen wy-
bierano inhibitory, ktére w stezeniu dwukrotnie wyzszym od hamujgcego
wzrost E. coli lub Staph. aureus pozwalaly na normalny wzrost wszystkich
badanych 29 szczepéw P. multocida. Rozcienczenia seryjne roztworéw
wyjsciowych inhibitoréw przygotowywano w 2 ml pozywki wsiewajgc
z kolei do kazdej probéwki 0,1 ml 24-godzinnej hodowli szczepéw P. mul-
tocida, E. coli lub Staph. aureus w rozcienczeniu 1/100. Kontrole stanowit
posiew na pozywce podstawowej uzywanej do rozcienczen inhibitoréw.
Wyniki przeprowadzonych badan ilustruje tabela 1.
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. Tabela 1
Wplyw inhibitoréw w pozywce plynnej
Rodza]j Wzrost na pozywece
drobnoustrojéw bez inhibitoréw
pH Stezenie inhibitoréw w mcg/ml pozywki ' |
P. mul- E comStaph. P. mul- E. coli Staph.
tocida | Iaureus tocida| =~ iaureus
7,2—17,4 Azydek sodowy 200 -+ — 0 +~ + +
100 + + 0
50 + + 0
Chlorek kobaltowy ~ 1000 — — 0
500 + -+ 0 <+ + +
250 -+ -+ 0
Telluran potasowy 100 + — 0
50 . — 0 + + +
25 <+ s 0
' 12,5 -+ + 0
Telluryn potasowy 100 -+ — 0
50 -+ — 0 + + -
25 + n 0
Fiolet krystaliczny 10 — -+ p v -
5 + + + + + +
2,5 + + +
Zielen brylantowa 2,5 + + - + + +
Zielen malachitowa 2,5 —_ —_ - + + +
AKkryflawina 2,5 —_ 0 0 =} -+ . x
Karbomycyna 100 -+ 0 —
50 + 0 — + + g 2
Neomycyna 25 — — —
12,5 ‘ — + + .
6,2 -+ o= —
Maksypen 0,2 * 0 — + =+ -+
Legenda: -+ = wzrost
— = brak wzrostu
0 = nie badano
+ = niektére szczepy rosng

Stwierdzono, ze azydek sodowy w stezeniu 200 meg/ml, telluryn pota-
sowy w stezeniu 50 mecg/ml, neomycyna w stezeniu 12,5 mcg/ml] hamujg
caltkowicie wzrost drobnoustrojéw Gram —, a karbomycyna w stezeniu
50 mcg/ml i neomycyna w stezeniu 12,5 mcg/ml hamuja calkowicie wzrost
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drobnoustrojéw Gram -+ i Gram -. W oparciu o te wyniki, ktére pozwo-
lity na dobér odpowiednich inhibitoréw i okreslity ich dawke optymalng
hamujgcg wzrost flory bakteryjnej przypadkowej, a w stezeniach wyz-
szych niz dla tych drobnoustrojéw ustalono, nie hamowaly wzrostu
P. multocida, przystapiono do badan nad zachowaniem sie ostatniego
z drobnoustrojow oraz kantaminantéw na pozywce stalej wzbogaconej
dodatkiem surowicy, lub krwi oraz neomycyny, karbomycyny i tellurynu
potasowego i azydku sodowego.

Poniewaz inhibitory na podiozu stalym dzialaja okolo 10-krotnie silniej,
to do pozywek stalych dodawano odpowiednio nizsze dawki inhibitora
niz do pozywek plynnych. Przed przygotowaniem podi6z z réznymi ste-
zeniami inhibitoréw agar rozpuszczony ochladzano do 49—52°C, a nastep-
nie dodawano okreslone porcje inhibitoréw. Jak wiadomo, na dzialanie
wysokich temperatur antybiotyki sg szczegélnie wrazliwe. Na tak przy-
gotowane plytki posiewano 24-godzinne hodowle badanych drobnoustro-
jow stale uzywajac tej samej ezy o srednicy oczka 2 mm.

Wyniki uzyskane na podlozach statych, do ktérych dodawano inhibitory
o réznych stezeniach, przedstawiono w tabeli 2.

Z tabeli tej wynika, ze przy opracowywaniu podl6z wybioéczych nie
tylko wchodzg w gre jako pierwszorzedne czynniki rodzaj inhibitoréw
i ich stezenie, ale réwniez stezenie jonéw wodorowych pozywki oraz
rodzaj substancji wzbogacajacej wzrost. Wyniki uzyskane wskazuja, ze
surowica ma zdolnos$¢ oslaniajgcg dla wszystkich drobnoustrojéw. Z dru-
giej strony jednak wiadomo, ze surowica dodana do pozywki znacznie
obniza jej pH, a co za tym idzie obniza dzialanie inhibitoréw, Wiadomo
réwniez, ze i neomycyna, jak i karbomycyna najlepiej dziatajg przy slabo
zasadowych wartosciach pH. W zwigzku z tym stosowano podtoze o pH
7,6, a zamiast surowicy uzyto krew, ktéra ma znacznie korzystniejszy
wplyw na wzrost P. multocida na podlozu stalym* i nie zmienia dostrze-
galnie pH pozywki, co nie jest obojetne przy stosowanych inhibitorach.

Ostateczny sklad podloza na podstawie przeprowadzonych ustalen po-
winien byé nastepujacy: agar 2-procentowy wedlug przepisu podanego
powyzej — 100 ml, neomycyna — 300 mcg, karbomycyna — 300 mcg,
telluryn potasowy — 270 mcg, odwldkniona krew barania — -5 ml. Pod-
toze mozna przechowywaé w chlodni w temperaturze +4°C przez okres
10 dni.

Zastosowanie podloza wybidrczego do diagnosty-
ki. Na opracowywanym podlozu wybidrczym przeprowadzono badanie
wycinkéw narzadéw migzszowych z 35 zwierzat padlych na pastereloze.
Stwierdzono, ze podloze spelnia swoje zadanie z niewielkimi odchyleniami.

* Poréwnaj: K. Bukowski (1962) — Zeszyty Problemowe Post. Nauk Rol., nr 33,

A
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Tabela 2
Wplyw inhibitorow w pozywce stalej
3 8 " =
=] =] 8 E 3 S E ]
Czynniki . I 8|8 3 e 3 25| 88
pH |wzbogacajace Inhibitory 3 8 0w 2 % %8 Q9 8§ s o 'a§
syl w mcg/ml S35 STl 24l &8 S2| 25| 928
pozywke S8 e Q8| as|23[RE| S| 8% 85
S3| 83| 23| 35| %8555 38
mE'tﬂg Ad|lus|lmRESlma|lwualul| X§
74 surowica neomycyna 4 + '+ + -+ + + + +  +
konska neomycyna 4
5 ml azydek so- +/— — — +. + + 0 0 0
dowy 50
neomycyna 4
azydek so- +/— +. +. + + + 0 0 0
dowy
neomycyna 4
karbomy- + + 4+ = = = 0 0 0
cyna
neomycyna 4
telluryn - +. 4. — 4+ 0 0 0 0
potasowy 4
neomycyna 4
karbomy-
cyna 4 ., 4. 4+ - = 0 0 0 0
telluryn
potasowy 4
76 Kkrew ba- karbomy-
rania od- cyna 3 + o + - - = - + 0
wldokniona neomyecyna 3
5 ml

telluryn -+ _ 4+, +. + = = = 0
potasowy 2,7

neomycyna 3

karbomy- + RN VU
cyna 3

neomycyna 3

karbomy- .

cyna 3 + = = e em = = = =
telluryn

potasowy 2,7

Legenda: + wzrost normalny
+. rosng pojedyncze kolonie
+/— rosng tylko niektdre szczepy
—  brak wzrostu
0 nie badano
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W niektoérych przypadkach na podlozu tym pojawiajg sie pojedyncze ko-
lonie z grupy ziarniakéw lub nie pelzajace kolonie Proteus vulgaris. Sg
one jednak zabarwione na kolor czarnestalowy. P. multocida rosnie obfi-
cie i tworzy kolonie niczym nie réznigce sie od kolonii wyrostych na po-
zywkach zwyktych.
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AVMATHOCTUYECKASA CEJEKTUBHASA IINTATEJBHAA CPEIA
C TEJUIYPUTOM KAJNUA, HEOMUMIVHOM M KAPBOMUIIMHOM
HJISA PASTEURELLA MULTOCIDA

PeswomMme

B uccienoBaHMAX II0 CEJIEKTMBHOM MNUTATENbHOM Ccpefe KPUTUYECKM
aHaJIM3MpPoBaJIoCk 11 MHrMOuTOpPOB, TOpMO3ALLMX pocT OGarTepuit. M3 HMX
K CEeJeKTMBHOM INIMUTATEJbHOM Cpele NPUMEHAJMCh, KakK Hambojsee cooT-
BETCTBYIOILME NPEANOCHIIKAM IIMTATeJbHOM Cpenbl — HEOMMLMH, Kap-
OOMMLIMH M TEJIypUT KaJaud.

YCTaHOBJIEHO CJIEAYIOLIA COCTAB CEJIEKTUMBHOM IIMTATEJbHON Cpeabl:
nurareasHblt 2% arap — 100 mu; caxapoza — 0,2; MgSO, -+ TH,O0 — 0,1;
KH,PO, — 0,274; Na,HPO,* 12H,0 — 1,074; meommumua — 300 mcr; Kap-
Govmuma — 300 mcr; Tesurypmr Kamma — 270 mcr, a Takxke aedombpuHm-
poBaHHasa OapaHbAa MJM JolIaguHasas KpoBb — 5 MJ. KpoBb m mHrMOMTO-
pbI npubaBaaauck npyu 5°C m3-3a BO3MOKHOCTM MHAKTUBMPOBAHUA IIPU
TNIOBBILIIEHHOM TeMIlepaType.

Ha nurartennHolM cpene OblLiM Npou3BeAeHBI IIOCEBblI OakTepuy U3 Ja-
OOpaTOPHBLIX IITAMMOB M HEIOCPEACTBEHHO € MaTepuaJa OT 35 MNaBLUMX
JKUBOTHBIX. KOHCTaTMpPOBAHO, YTO IUTATEJIbHAad CpeZie BBILIEYIIOMAHY-
TOr0 COCTaBa BBINOJHAET CBOIO 33Jadyy C HE3HAYMUTEJbHBIMM OTKJIOHEHMUSA-
mu. Ha 9TOi1 nmuMTaTeJBHOM cpele, B MCKJIIYMTENBLHBIX CJIy4YadAX, PacTyT
OTAEJLHbIE KOJIOHMM M3 TPYHNIIbI KOKKOB MJM He IIOJISapllMe KOJIOHUU
Proteus wulgaris. VIX Jerko OTJMYUTL, TaK KaK OHM OKpalllMBalOTCHA

*,
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B TEeMHOCTAJIbHOM ILIBET, 3aTO KoJomMM P. multocida He M3MEHAIOT cBoero
Buaa. Cpena MOXKeT XpaHMThCA B Temneparype 4°C oxkoso 10 IHel oT

MOMEHTa M3TOTOBJICHMS, IIOCJIE STOTO CPOKAa OHA IIOCTEIIEHHO yTpaunBaeT
CBOM CEJICKTUBHBIE CBOJICTBA.

K. Bukowiski and Z M. Szynkiewicz

SELECTIVE AGAR MEDIUM FOR PASTEURELLA MULTOCIDA WITH
POTASSIUM TELLURITE, NEOMYCIN AND CARBOMYCIN

Summary

The origin of the present experiment was to prepare most suitable
selective medium for Pasteurella multocida. For this purposes eleven
bacterial growth inhibitors were tested. Pasteurella multocida appears
to be resistent to carbomycin, neomycin and potasium tellurite but these
reagents inhibits the growth of many other bacterial strains.

The final composition of selective medium is a follows: 100 ml of two
per cent nutrient-agar, sucrose 0,2 g, MgSO,+7-H,O 0,1 g, KH,PO,
0.274 g, Na;HPOq - 12-H,0 1.074 g, neomycin 300 mg, carbomycin 300 mg,
potassium tellurite 270 mcg, and 5 ml of horse or sheep blood.

- The medium was tested in laboratory experiments and in diagnosis
of 35 fatal cases of pasteurellosis. In few cases on selective medium few
colonies of streptococci and proteus were found, but it was easy to distin-
guish them because of their being gray while Pasteurella multocida
remains colourless.

The selective medium can be stored in the refrigerator within 10 days
after this period of time it loses its selectivity.



