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Diagnostyka bakteriologiczna pastereloz zwierząt domowych na pod- 

stawie świeżego materiału sekcyjnego nie przedstawia żadnych trudności. 

Prawie zawsze można wyizolować czyste kultury P. multocida pod warun- 

kiem, że zwierzę nie było leczone antybiotykami. 

Jeżeli materiał jest źle zabezpieczony podczas wysyłki do laboratorium, 

zwłaszcza w lecie, to najczęściej rozwija się w nim przypadkowa flora 

bakteryjna, która utrudnia właściwe rozpoznanie. Na trudności napotyka 

się również przy poszukiwaniu P. multocida w materiale z przypadków 

zakażeń bezobjawowych nosowo-gardłowych, w odchodach zwierzęcych 

oraz ze środowiska przebywania zwierząt. 

Celem niniejszej pracy było poszukiwanie podłoża namnażająco-wy- 

biórczego lub wybiórczego dla P. multocida. Podłoże takie byłoby pomoc- 

ne przy rozwiązywaniu trudności napotykanych do tej pory w laborato- 

riach badawczo-rozpoznawczych. Miałoby ono również poważne znaczenie 

dla pogłębienia naszych wiadomości o drogach i źródłach rozprzestrzenia- 

nia się P. multocida. 

. Dla większości drobnoustrojów chorobotwórczych, takich jak salmone- 

le, shigele, paciorkowce, gronkowce, włoskowce różycy — znane są liczne 

podłoża diagnostyczne szeroko stosowane z dobrym wynikiem. Natomiast 

dla pastereli, a zwłaszcza P. multocida znane są tylko nieliczne podłoża 

tego rodzaju. Wyniki osiągane za pomocą tych podłóż są raczej niezado- 

walające. W związku z tym na konferencji zorganizowanej przez Wydział 

V Polskiej Akademii Nauk w dniu 20. VI. 60, poświęconej zagadnieniu 

pastereloz zwierząt domowych, wypłynęła konieczność opracowania no- 

wego podłoża wybiórczego lub poddania krytycznej analizie już znanych 

podłóż wybiórczych.
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W celu przyspieszenia biegu przedsięwziętych badań podzielono tema- 
tykę między poszczególne zakłady naukowe. Właśnie Katedrze Mikro- 
biologii Wydz. Wet. SGGW przypadło w udziale m.in. zadaniami opraco- 
wanie podłoża wybiórczego. 

Badania nad wyosobnianiem czystych kultur drobnoustrojów chorobo- 
twórczych na określonych podłożach sięgają początków ery mikrobiolo- 
gicznej. Z biegiem czasu, gdy pojawiły się substancje hamujące wzrost 
drobnoustrojów (inhibitory), poczęły pojawiać się nowe opracowania pod- 
łóż wybiórczych dla określonych drobnoustrojów. 

Poddano badaniom działanie licznych substancji chemicznych i okreś- 
lono ich rolę jako inhibitorów wstrzymujących wzrost bakterii zarówno 
chorobotwórczych, jak i niechorobotwórczych.. Duże możliwości stworzyło 
odkrycie bakteriostatycznych i bakteriobójczych właściwości barwników 
anilinowych. Odkrycie antybiotyków znacznie powiększyło liczbę stoso- 
wanych inhibitorów i możliwości opracowywania w oparciu o nie nowych 
lepszych podłóż wybiórczych. Spośród inhibitorów, które znalazły zasto- 
sowanie w podłożach wybiórczych, należą ze związków nieorganicznych 
chlorek kobaltowy, azydek sodowy, telluryn i telluran potasowy, zaś 
z barwników anilinowych — fuksyna, fiolet krystaliczny i goryczkowy, 
zieleń malachitowa i wiele innych. Z antybiotyków należy wymienić peni- 
cylinę, neomycynę, tyrotrycynę, karbomycynę, bacytracynę. 

Wielu badaczy przed odkryciem antybiotyków opracowywało pod- 
łoża wybiórcze dla pastereli. Należą do nich: Dremann, Teagua 
(1917), Meyer, Batchelder (1926), Thal Chen (1930) oraz Das 
(1948). Podłoża opracowywane przez wymienionych badaczy nie spełniały 

jednak pokładanych nadziei, gdyż pasterele wykazywały skąpy wzrost, 

a drobnoustroje z flory przypadkowej, zarówno Gram +, jak Gram —, 
wyrastały nie rzadko prawie tak, jak na normalnych podłożach odżyw- 

czych. Podłoże Dasa próbowano wykorzystać u nas ale wyniki były nieza- 
dowalające i dalszych prób z nim zaniechano. 

Do bardzo nowoczesnych podłóż wybiórczych dla P. multocida należy 

podłoże opracowane przez Morrisa (1958). Na podstawie danych autora 

daje ono bardzo dobre możliwości wyosobniania pastereli z badanego ma- 

teriału. Jednak zastosowane w tym podłożu wybiórczym standartowe pod- 

łoże podstawowe firmy „Difco” jest trudne do nabycia, a antybiotyk tyro- 

trycyna również nie jest u nas łatwo osiągalny. Nie pozwoliło to autorom 

ocenić to podłoże i porównać własne wyniki z wynikami Morrisa. 

Podejmując niniejsze opracowanie wzięto pod uwagę zarówno inhibi- 

tory z grupy substancji nieorganicznych, barwników anilinowych, jak też 

i antybiotyki. Kierowano się również względami dostępności w kraju 

składników potrzebnych do opracowywanego podłoża. Stanowi ona pod- 

stawowy warunek możliwości powszechnego zastosowania podłoża w diag-
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nostyce laboratoryjnej przez placówki usługowe i badawcze. Odpowiedni 

dobór podłoża podstawowego i inhibitorów, ustalenie ich zakresu działa- 

nia stanowi cel niniejszej pracy. 

Materiały i metodyka badań. Podłoża: w badaniach włas- 

nych nad podłożem wybiórczym użyto jako podłoża podstawowe pożywki 

płynnej i stałej. Skład pożywki płynnej był następujący: sacharoza — 2,0 

lub glikoza 10,0, MgS4,+* 7H,O — 1,0, KH,PO, — 2,74, NagHPO,- 12H,O — 

10,745. Składniki te rozpuszczano w bulionie do objętości 1000 ml. Po- 

żywka stała zawierała te same składniki z dodatkiem 2% agaru i 5% suro- 

wicy inaktywowanej przez 30 min. przy 60°C lub 5% odwłóknionej krwi 
baraniej albo końskiej. Przed wyjałowieniem pH obu pożywek doprowa- 

dzano do 7,4 lub 7,6; sterylizowano pod ciśnieniem 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 roztwór wodny, które wyjaławiano w aparacie Kocha przez 

15 min. Fiolet krystaliczny, akryflawinę, zieleń malachitową, zieleń bry- 

lantową przygotowywano jako 0,25-procentowe roztwory wodne i wyja- 

ławiano w aparacie Kocha przez 30 min. Roztwory antybiotyków, karbo- 

mycyny, neomycyny i maksypenu przygotowywano w jałowej wodzie 

destylowanej o pH 7,4 w stężeniu 25 mg/ml i przechowywano w potrzeb- 

nych porcjach w stanie zamrożenia. 

Szczepy laboratoryjne użyte w doświadczeniu: 26 terenowiych szcze- 

pów P. multocida otrzymane z WZHW; trzy szczepy standartowe typu 

serologicznego A B D — od dr Cartera. Poza tym użyto: 6 szczepów 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 doświadczeń wykonano na podłożu płynnym z wymie- 

nionymi uprzednio inhibitorami, metodą seryjnych rozcieńczeń, stosowa- 

nych w badaniach wrażliwości drobnoustrojów na antybiotyki. W doś- 

wiadczeniach tych chodziło o zbadanie przydatności inhibitorów do użycia 

w opracowywanym podłożu wybiórczym, zarówno dla drobnoustrojów 

Gram +, jak Gram -. W tych wstępnych próbach używano tylko szcze- 

pów P. multocida, E. coli i Staph. aureus. Do dalszych doświadczeń wy- 
bierano inhibitory, które w stężeniu dwukrotnie wyższym od hamującego 

wzrost E. coli lub Staph. aureus pozwalały na normalny wzrost wszystkich 

badanych 29 szczepów P. multocida. Rozcieńczenia seryjne roztworów 

wyjściowych inhibitorów przygotowywano w 2 ml pożywki wsiewając 

z kolei do każdej probówki 0,1 ml 24-godzinnej hodowli szczepów P. mul- 

tocida, E. coli lub Staph. aureus w rozcieńczeniu 1/100. Kontrolę stanowił 

posiew na pożywce podstawowej używanej do rozcieńczeń inhibitorów. 

Wyniki przeprowadzonych badań ilustruje tabela 1.
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Tabela 1 

Wpływ inhibitorów w pożywce płynnej 

Rodzaj Wzrost na pożywce 

drobnoustrojów bez inhibitorów 

pH Stężenie inhibitorów w meg/ml pożywki | | 
P. mul E сои! SPP" P. mul: E. colż Staph. 

tocłda | " eae tocida| " - j oureus 

7,2—7,4 Azydek sodowy 200 + — 0 + + + 

100 + + 0 

50 + + 0 

Chlorek kobaltowy _ 100 — — 0 

500 + + 0 + + + 

250 + + 0 

Telluran potasowy 100 + — 0 

50 = — 0 <> + + 

25 + os 0 

12,5 + + 0 

Telluryn potasowy 100 = — 0 

50 + — 0 + + Г 

25 + + 0 

Fiolet krystaliczny 10 — + = 

5 + + + + + + 
2,5 + + + 

Zielen brylantowa 2,5 + + — + + + 

Zieleń malachitowa 2,5 — — — + + + 

Akryflawina 2,5 — 0 0 sf + "г 

Кагротусупа 100 + 0 — 
50 + 0 — + + + 

Neomycyna 25 — — — 

12,5 = — + + "je 

6,2 + „|= — 

Maksypen 0,2 + 0 — + + + 

Legenda: + = wzrost 

— = brak wzrostu 

0 = nie badano 

t = niektóre szczepy rosną 

Stwierdzono, że azydek sodowy w stężeniu 200 meg/ml, telluryn pota- 

sowy w stężeniu 50 meg/ml, neomycyna w stężeniu 12,5 mcg/ml hamują 

całkowicie wzrost drobnoustrojów Gram —, a karbomycyna w stężeniu 

50 meg/ml i neomycyna w stężeniu 12,5 meg/ml hamują całkowicie wzrost
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drobnoustrojów Gram -- i Gram -. W oparciu o te wyniki, które pozwo- 
liły na dobór odpowiednich inhibitorów i określiły ich dawkę optymalną 
hamującą wzrost flory bakteryjnej przypadkowej, a w stężeniach wyż- 
szych niż dla tych drobnoustrojów ustalono, nie hamowały wzrostu 
P. multocida, przystąpiono do badań nad zachowaniem się ostatniego 

z drobnoustrojów oraz kantaminantów na pożywce stałej wzbogaconej 

dodatkiem surowicy, lub krwi oraz neomycyny, karbomycyny i tellurynu 
potasowego i azydku sodowego. 

Ponieważ inhibitory na podłożu stałym działają około 10-krotnie silniej, 

to do pożywek stałych dodawano odpowiednio niższe dawki inhibitora 

niż do pożywek płynnych. Przed przygotowaniem podłóż z różnymi stę- 
żeniami inhibitorów agar rozpuszczony ochładzano do 49—52?C, a następ- 

nie dodawano określone porcje inhibitorów. Jak wiadomo, na działanie 
wysokich temperatur antybiotyki są szczególnie wrażliwe. Na tak przy- 

gotowane płytki posiewano 24-godzinne hodowle badanych drobnoustro- 

jów stale używając tej samej ezy o średnicy oczka 2 mm. 

Wyniki uzyskane na podłożach stałych, do których dodawano inhibitory 
o różnych stężeniach, przedstawiono w tabeli 2. 

Z tabeli tej wynika, że przy opracowywaniu podłóż wybióczych nie 

tylko wchodzą w grę jako pierwszorzędne czynniki rodzaj inhibitorów 

i ich stężenie, ale również stężenie jonów wodorowych pożywki oraz 

rodzaj substancji wzbogacającej wzrost. Wyniki uzyskane wskazują, że 

surowica ma zdolność osłaniającą dla wszystkich drobnoustrojów. Z dru- 

giej strony jednak wiadomo, że surowica dodana do pożywki znacznie 

obniża jej pH, a co za tym idzie obniża działanie inhibitorów, Wiadomo 

również, że i neomycyna, jak i karbomycyna najlepiej działają przy słabo 

zasadowych wartościach pH. W związku z tym stosowano podłoże o pH 

7,6, a zamiast surowicy użyto krew, która ma znacznie korzystniejszy 

wpływ na wzrost P. multocida na podłożu stałym* i nie zmienia dostrze- 

galnie pH pożywki, co nie jest obojętne przy stosowanych inhibitorach. 

Ostateczny skład podłoża na podstawie przeprowadzonych ustaleń po- 

winien być następujący: agar 2-procentowy według przepisu podanego 

powyżej — 100 ml, neomycyna — 300 mcg, karbomycyna — 300 meg, 

telluryn potasowy — 270 meg, odwłókniona krew barania — 5 ml. Pod- 

łoże można przechowywać w chłodni w temperaturze +4°C przez okres 

10 dni. 

Zastosowanie podłoża wybiórczego do diagnosty- 

ki. Na opracowywanym podłożu wybiórczym przeprowadzono badanie 

wycinków narządów miąższowych z 35 zwierząt padłych na pasterelozę. 

Stwierdzono, że podłoże spełnia swoje zadanie z niewielkimi odchyleniami. 

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

4
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Tabela 2 

Wpływ inhibitorów w pożywce stałej 

3 R о 
3 3 2 5 5 3 rn ” 

Czynniki whe | 9 8 8 zal ss 
pH_ | wzbogacajace Inhibitory 23) 8 о Ч 3 38 оч SE eo ЗЕ 

: k w mcg/ml 38/5 35 23] 23 SS/se§isoo 25 
pozywke 23) 3 SSl SS] Ss RB] Sale 2% soe 

SS; S3)/ Ss] 88] PR] ss ssisei ses 
AE, RÓ aafus|jaSs|nB|ualuP| AO 

7,4  surowica neomycyna 4 + ‘+ + = + + + + + 

końska neomycyna 4 

i nal azydek so- +/— — — +4 + + 0 0 0 
dowy 50 

neomycyna 4 

azydek so- +/— + +. + + + 0 0 0 

dowy 

neomycyna 4 

karbomy- + + + — — — 0 0 0 

cyna 

neomycyna 4 

telluryn + + +. — + 0 0 0 0 

potasowy 4 

neomycyna 4 

karbomy- 

cyna 4 + |. + — — 0 0 0 0 

telluryn 

potasowy 4 

7,6 krew ba- karbomy- 

rania od- cyna 3 + of + - + 0 

włókniona neomycyna 3 

5 ml telluryn + — + + + — — — 0 

potasowy 2,7 

neomycyna 3 

karbomy- + | M а = = 

супа 3 

neomycyna 3 

karbomy- . 
супа W e = m ma - - = 
telluryn 

potasowy 2,7 

Legenda: + wzrost normalny 

+. rosną pojedyncze kolonie 

+-/— rosną tylko niektóre szczepy 

— brak wzrostu 

0 nie badano
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W niektórych przypadkach na podłożu tym pojawiają się pojedyncze ko- 

lonie z grupy ziarniaków lub nie pełzające kolonie Proteus vulgaris. Są 

one jednak zabarwione na kolor czarnostalowy. P. multocida rośnie obfi- 
cie i tworzy kolonie niczym nie różniące się od kolonii wyrosłych na po- 

żywkach zwykłych. 
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К. Буковски, 3. Шинкевич 

ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ СЕЛЕКТИВНАЯ ПИТАТЕЛЬНАЯ СРЕДА 

С ТЕЛЛУРИТОМ КАЛИЯ, НЕОМИЦИНОМ И КАРБОМИЦИНОМ 

AJIH PASTEURELLA MULTOCIDA 

Резюме 

В исследованиях по селективной питательной среде критически 

анализировалось 11 ингибиторов, тормозящих рост бактерий. Из них 

к селективной питательной среде применялись, как наиболее соот- 

ветствующие предпосылкам питательной среды — неомицин, кар- 

бомицин и теллурит калия. 

Установлено следующий состав селективной питательной среды: 

питательный 2% агар — 100 мл; сахароза — 0,2; Ме5О, + 7ТН.О — 0,1; 
KH,PO, — 0,274; Ма.НРО,. * 12Н.О — 1,074; неомицин — 300 мсг; кар- 

бомицин — 300 мсг; теллурит калия — 270 мсг, а также дефибрини- 

рованная баранья или лошадиная кровь — 5 мл. Кровь и ингибито- 

ры прибавлялись при 5°С из-за возможности инактивирования при 

повышенной температуре. 

На питательной среде были произведены посевы бактерий из ла- 

бораторных штаммов и непосредственно с материала от 35 павших 

животных. Констатировано, что питательная среде вышеупомяну- 

того состава выполняет свою задачу с незначительными отклонения- 

ми. На этой питательной среде, в исключительных случаях, растут 

отдельные колонии из группы кокков или не ползающие колонии 

Proteus vulgaris. Ux легко отличить, так как они окрашиваются 

%
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в TEMHOCTAJIEHOŃ IIBET, 3ATO KOJIOHMM P. multocida He изменяют своего 
вида. Среда может храниться в температуре 4°С около 10 дней от 
момента изготовления; после этого срока она постепенно утрачивает 
свои селективные свойства. 

K. Bukowski 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,0 0,1 g, KH,PO, 
0.274 g, Na,gHPO,- 12-H,O 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.


