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W przygotowanej do immunofluorescencji zawiesinie kretkow bla-
dych, przechowywanej w temperaturze 4°C przez 35 dni, nieoczekiwanie
wykryto pierwotniaki. Jednoczesnie spostrzezono, ze obecno$¢ pierwot-
niakéw powoduje prawie calkowity rozpad kretkéw i uniemozliwia uzy-
wanie tego materialu do badan. Uznajagc wyjatkows rzadkos$¢ tego
zjawiska, gdyz w ciggu 20 lat pracy z Treponema pallidum nie obserwo-
wano kontaminacji materialu pierwotniakami, podjeto préby ich ozna-
czenia. Przypadkowo wyizolowany pierwotniak prawdopodobnie pochodzit
z narzad6éw moczoplciowych kroélika, na kiérym pasazowano kretki blade.

Material i metodyka

Zawiesina kretka bladego (nr 629), w ktorej wykryto pierwotniaki,
byla przygotowana w nastepujgcy sposéb: szczepem Nicholsa zakazono
dojgdrowo kréliki; po 10 dniach zwierzeta zabito, stosujac zator po-
wietrzny, a jadra ich po wycigciu rozdrobniono nozyczkami i wytrzgsano
w plynnej pozywce Nelsona-Diesendruck (N-D) [4]. Zawiesing wirowano
dwukrotnie (2000 i 15 000 obrotéw na minute, tacznie 40 min.), aby uzys-
ka¢ zageszczenie kretkow do gestosci okolo 107 w 1 cm3; nastepnie czes¢
tego materialu uzywano do biezacych badan diagnostycznych, a reszte
umieszczono w temperaturze 4°C i tu po 35 dniach zauwazono szybko
poruszajgce sie pierwotniaki.

Cechy pierwotniakéw okreslano w mikroskopie swietlnym z konden-
sorem z ciemnym polem widzenia (cpw) lub fazowo-kontrastowym oraz
w elektronowym skaningowym (Stereoskan 600), jednoczesnie podejmu-
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jac préby uzyskania hodowli pierwotniaka in vitro na pozywce N-D
z dodatkiem i bez dodatku kretkéw oraz na podtozach Pawlowej, Simi&a-
i Roiron-Ratner [3], w temperaturze 4°C, 20°C i 37°C. Do 1 cm3 pozywki
wprowadzono 0,05 cm3, zawiesiny z pierwotniakami (okolo 10-30 osob-
nikow w cpw, pow. 400X). W preparatach bezposrednich z zawiesiny
kretka bladego (nr 629) i z. hodowli na réznych podtozach oceniano
w mikroskopie $Swietlnym liczebno$é populacji pierwotniaka, mierzono
wielkos¢ komoérki oraz inne cechy morfologiczne. W mikroskopie ska-
ningowym badano pierwotniaki z hodowli wspdlnej z kretkiem bladym
(na podiozu N-D w temperaturze 4°C) pasazowanej co miesigc przez pét
roku od wykrycia pierwotniaka.

Preparaty przygotowano w spos6éb opisany w pracy [2]; wybrane
w preparatach miejsca fotografowano na filmie ORWO NP 20, naswietla-
jac 20 lub 50 sek., stosujgc powiekszenia mikroskopu 2000 i 5000 X *,

W dalszych doswiadczeniach przeprowadzono préby pasazowania
pierwotniaka na jadrach 3 krélikoéw zakazonych réwnoczesnie kretkami
bladymi; 1 krélik kontrolny otrzymatl zawiesine T. pallidum bez pierwo-
tniakow. Po 10 dniach doswiadczenia zwierzeta zabito i z jgder ich spo-
rzgdzono homogenat, ktérym zakazono dalsze 3 kroéliki.

Wyniki badan

W preparatach bezposrednich z zawiesiny kretka bladego (nr 629),
w ktorej wykryto pierwotniaka, spostrzegano jego obecnosé do okolo
miesigca. Stwierdzono rozpadanie sie kretkO6w oraz zmniejszanie sie ru-
chliwo$ci i wielkosci komérek pierwotniaka w miare uplywu czasu (ta-
bela 1). ,

Proby hodowli pierwotniaka na podlozach Pawlowej, Simic¢a i Ro-
iron-Ratner nie powiodly sig. Natomiast na pozywce N-D z dodatkiem
zawiesiny T. pallidum szczep utrzymywano okolo 6 mieciecy, w tempera-
turze 4°C; przeniesienie hodowli do temperatury 20°C lub 37°C powodo-
walo natychmiast giniecie populacji. Warto dodaé, ze tylko w pierwszym
pasazu na podlozu N-D bez kretka pierwotniak utrzymywal sie okolo 28
dni, nastepne pasaze byly mozliwe tylko po dodaniu $wiezej zawiesiny
kretka; zachowanie sie populacji pierwotniaka w pierwszym pasazu ilus-
trujg dane zestawione w tabeli 2. Najwiekszg gestosé populacji pierwot-
niaka w hodowli na pozywce N-D w obecnos$ci T. pallidum uzyskano
miedzy 6 a 12 dniem hodowli; nastepnie wraz z rozpadem kretkéw spadla

* Dziekujemy mgr Gabrieli Hajdukiewicz z Pracowni Mikroskopii Elektro-
nowej OSrodka Naukowo-Badawczego AM w FPodzi za pomoc w wykonaniu pre-
paratéw i fotograméw.
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TABELA 1

Zachowanie si¢ populacji pierwotniakéw wykrytych w zawiesinie T. pallidum nr 629
TABLE 1

The behaviour of protozoa population detected in 7. pallidum suspension nr 629

Dziesi preechonrywania Liczba pierwotniakéw (w 1 polu widzenia)*

zawiesiny w temp. 4°C N
umber of protozo 1 darkfield
Storage day at 4°C p a (per arkfield)

10-30 szybko poruszajacych si¢ pierwotniakéw, rozpadajace si¢
35 kretki
» | 10-30 highly motile protozoa, partly disintegrated treponemes

5-10 mniej ruchliwych pierwotniakéw, wyrazne zmniejszenie si¢
41 ich wielkos$ci, kretkéw brak
5-10 less motile and smaller protozoa, no treponemes

3-10 malo ruchliwych pierwotniakéw, dalsze zmniejszanie si¢
47 ich wielkosci, kretk6w brak
3-10 poorly motile small protozoa, no treponemes

pojedyncze mato ruchliwe pierwotniaki, krgtkow brak
single, poorly motile protozoa, no treponemes
pierwotniakéw brak, kretkéw brak

no protozoa, no treponemes

56

80

* Obserwacje w mikroskopie §wietlnym z cpm, pow. 400X
Darkfield microscopy examination, magn. 400X

liczebnos¢ populacji pierwotniaka, zmniejszyla si¢ ich wielkos¢ i ruch-
liwosé.

Mierzagc wielko$é komorki pierwotniakéw okularem mikrometrycz-
nym (I) 12 i (II) 24 dnia hodowli uzyskano z pomiaréw 100 komorek
nastepujace dane: (I) érednia dlugosé¢ 8,60 * 1,02 pm, szerokos¢ 4,52 *
1,16 um oraz odpowiednio (II) 3,18£0,98 pm i 2,0710,84 pm.

W mikroskopie $wietlnym z cpw i fazowo-kontrastowym spostrze-
gano na jednym biegunie — owalnej, okraglej lub wrzecionowatej ko-
morki — 2 lub 3 wici, a na biegunie przeciwleglym — twoér przypomina-
jacy aksostyl; sposéb poruszania pierwotniaka przypominal ruchy cha-
rakterystyczne dla réznych gatunkéw Trichomonas.

W cytoplazmie zaobserwowano liczne ziarnisto§ci. Badania w mikro-
skopie elektronowym skaningowym — utrudnione obecnoscia w hodowli
kretka bladego — potwierdzily w komdrce pierwotniaka wystepowanie
wici, blony falujgcej i aksostylu; wszystkie te cechy pozwolily na zali-
czenie go do rodziny Trichomonadidae, Wenyon, 1926 [1,5-7]. Prébny
Pasaz pierwotniaka na jadrach krélika nie powiddl sig. Ponadto stwier-

5 — Wiad. Parazytol. 5/77
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TABELA 2

Przezywalno$¢ populacji pierwotniaka po pierwszym pasazu w $wiezej pozywce Nelsona-
Diesendruck (N-D) oraz w zawiesinie 7. pallidum (w temp. 4°C)

TABLE 2
Survival of protozoa at 4°C after first passage in Nelson-Diesendruck medium with and without
T. pallidum
Dziehi Liczba pierwotniakow*
obserwacji w pozywce N-D** w zawiesinie T. pallidum***
Day of Number of protozoa in
observation N-D medium T. pallidum suspension
10-50 szybko poruszajacych si¢ | 10-50 szybko poruszajacych si¢ pierwotnia-
6 pierwotniakow kow, bardzo liczne kretki
10-50 highly motile protozoa 10-50 highly motile protozoa, numerous tre-
ponemes
10-50 szybko poruszajacych si¢ | ponad 50 szybko poruszajacych si¢ pier-
- pierwotniakow wotniakow, liczne kretki
10-50 highly motile protozoa over 50 highly motile protozoa, numerous
treponemes
3-6 mato ruchliwych pierwot- 10-20 szybko poruszajacych si¢ pierwotnia-
” niakow kéw, pojedyncze kretki
3-6 slowly motile protozoa 10-20 highly motile protozoa, single, trep-
onemes
1-4 malo ruchliwych pierwotniakow, kret-
48 60 - pierwotniakéw brak kow brak
no protozoa 1-4 poorly motile protozoa, no treponemes
90 pierwotniakoéw brak pierwotniakoéw brak, kretk6w brak
no protozoa no protozoa, no treponemes

* Obserwacje w mikroskopie z cpw, pow. 400 X
Darkfield microscopy examination, magn. 400X
** 0,05 cm3 zawiesiny nr 629 (10-30 pierwotniakéw w polu widzenia) dodano do 1 cm3 pozywki N-D
0.05 cm3 of suspension nr 629 (contained 10-30 protozoa per darkfield) was added to 1 cm3 of N-D medium
*** (0,05 cm3 zawiesiny nr 629 (10-30 pierwotniakéw w polu widzenia) dodano do 1 cm3 zawiesiny krgtkéw nr
893, swiezo wyizolowanych (o gesto$ci 107 w 1 cm3) od krélika
0.05 cm3 of suspension nr 629 (contained 10— 30 protozoa per darkfield) was added to 1 cm?3 of N-D medium
with T. pallidum (107 organisms per 1 cm3) freshly isolated from rabbit

dzono, ze dojadrowe podanie T. pallidum wraz z pierwotniakami hamo-
wato rozwdéj kretka.

Whnioski

1. Cechy morfologiczne pierwotniaka, wykrytego w zawiesinie
T. pallidum, okreSlone w mikroskopie $wietlnym i elektronowym ska-
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ningowym (wymiary komorki, obecno$¢ wici, blony falujgcej i aksosty-
lu), pozwolily na zaliczenie go do rodziny Trichomonadidae.
2. Obecnos¢ T. pallidum w pozywce N-D wplywala korzystnie na
rozw0j populacji pierwotniaka w temperaturze 4°C.
3. Pierwotniaki w zawiesinie T. pallidum, uzytej do zakazania jader
krélika, hamowaly rozwdéj kretkow.

Adres autorek:
50-368 Wroctow, Chatubiniskiego 4
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PROTOZOA OF TRICHOMONADIDAE IN SUSPENSION OF TREPONEMA
PALLIDUM PASSAGED IN RABBIT TESTS

by

J. RUCZKOWSKA, E. PODOLSKA and A. KURNATOWSKA

Numerous protozoa were unexpectedly detected in a suspension of T. pal-
lidum. The latter had been isolated from the testicles of a rabbit infected with
Nichols strain and kept in liquid Nelson-Diesendruck (N-D) medium at 4°C for
35 days. The protozoa accelerated the decay of T. pallidum in the suspension. We
managed to keep the strain of the protozoa at 4°C for six months after monthly
passages onto the N-D medium with T. pallidum. On examination of their mor-
Phological features under a phase-contrast microscope, under a light microscope
with dark field of vision and under an electron scanning microscope, the protozoa
have been classified among Trichomonadidae.



