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Izolowanie szczepu Treponema hyodysenteriae
z katu swin chorych

Z Zakladu Zoohigieny i Profilaktyki w Produkcji Zwierzecej Wydzialu Zootechnicznego SGGW-AR w Warszawie

Dyzenteria §win jest choroba opisana po raz
pierwszy w 1921 r., ale dopiero w 1970 r. Taylor
(8) stwierdzit obecnosc w jelicie $win chorych
na dyzenterie spirochet typu 1, uwazajac je za
czynnik etiologiczny tej Jednostk1 chorobowej.
Spirochety te zostaly w 1971 r. wyizolowane
przez Taylora i Alexandra (10) na stalym pod-
lozu agarowym z dodatkiem krwi bydlecej, w
warunkach beztlenowych.

Harris 1 wsp. (4) wyizolowane na tym podlozu
duze spirochety, odpowiadajgce typowi 1 spiro-
chet Taylora (8) nazwali Treponema hyodysen-
teriae, Stwierdzili oni, ze ich metoda nie po-
zwalala na dobry wzrost szezepu w kolejnych
przesiewach na podlozu stalym i w podiozu
plynnym. Glock i Harris (1) uzyskali wzrost
T. hyodysenteriae na stalym podlozu agarowym
w warunkach beztlenowych w obecnosei H, i
katalizatora palladowego. Harris i wsp. (5) uzys-
kali szybki wzrost T. hyodysenteriae w obec-
nosci 80—95% H, i 20—25% C02 w 0,16% aga-
rze odzywcezym.

W 1974 r. Kinych i Harris (7), opierajac sie na
sugestii Barnum (Guelph, Ontario), uzyskali
dobry wzrost na stalym podlozu agarowym
(TSA) z dodatkiem 10% krwi bydlecej, przepro-
wadzajgce inkubacje w warunkach beztlenowych,
w atmosferze 50% H, i 50% CO, Roéwniez
uzyskali dobry wzrost 20 szczepow T. hyodysen-
teriae w plynnym podlozu bulionowym (TSB) z
dodatkiem 10% surowicy bydlecej lub 5% krwi
bydlece;j.

Obecnos¢ duzych spirochet w kale §win cho-
rych na dyzenterie wykazal Terpstra i wsp. (11)
stosujac metode immunofluorescencyjng. Réw-
niez Hunter i Clark (9) opisali bezposrednia
technike fluorescencyjna do wykrywania T.
hyoydysenteriae, stosujac specyficzne surowice
otrzymane w wyniku uvodporniania krolikéw za
pomocg czystej hodowli T. hyodysenteriae. Har-
ris (3) do diagnostyki T. hyodysenteriae stoso-

wal test aglutynaciji, uzywa]qc antygen komor-
kowy szczepu oraz surowice anty-T. hyodysen-
teriae.

Metodyka izolacji T. hyodysenterice podana przez
Taylora w 1975 r. (9) wygladala nastepujgco: kal lub
zawartos¢ jelita mieszano w stosunku 1 :10 w roztwo-
rze soli fizjologicznej; po odwirowaniu supernatant
przesgczano przez filtr o Srednicy 0,65 p. Filtraty prze-
siewano na plytki agarowe z dodatkiem krwi i inku-
bowano w 37°C w warunkach beztlenowych, w atmo-
sferze 95% H, i 5% CO,.

Identyfikacja T. hyodysenteriae opierala sie na:

a) zakazeniu Swin przy uzyciu badanego materialu
i uzyskiwaniu typowych objawoéw dyzenterii,

b) badaniu typu spirochet wystepujacych w kale,

¢) badaniach histologicznych, prowadzgcych do wy-
kazania obecnosci spirochet w Sciance jelita,

d) izolacji szczepu w hodowli beztlenowej.

Weg Harrisa i wsp. (4) komérki T. hyodysenteriae sg
podobne do innych spirochet. Komoérka T. hyodysente-
riae posiada 7—9 widkien osiowych, biegngcych od
koncéw komorki o ksztalcie litery S, wzdiuz osi ko-
mérki, na zewnatrz Sciany komérkowej. Srednica ko-
morki wynosi 0,32—0,38 u.

Harris (8) prowadzil obserwacje komoérek T. hyody-
senteriae w zawiesinie tresci jelita cienkiego lub kalu
w mikroskopie kontrastowo-fazowym i w ciemnym po-
lu. Komorki barwiono takze odczynnikiem Giemsy,
fuksyng karbolowa (wg Harris, Glock, cyt. za T7) lub
blekitem Wiktorii 4-R (wg Olsen, Rodabaugh). Wg
Harrisa (3) komorki T. hyodysenteriae majag ksztalt li-
tery S lub charakteryzujg sie obecnoécig licznych skre-
tow.

W jelicie zdrowych $win i czasami u chorych
zwierzat wystepuja male spirochety, ktoére cze-
sto oznacza sie jako szczepy:

a) PF (Abramson, Smibert — cyt. za 3)

b) PR — 7 (Smibert, Claterbaugh — cyt za 3)

¢) typ 2 spirochet (8).

W 1974 r. Glock i wsp. (2) stwierdzili w jelicie
$win chorych i zdrowych obecno$¢ malych spi-
rochet o wymiarach 0,20—0,25 p $rednicy i 3—
5 u dlugodci, ktére charakteryzowaly sie wyste-
powaniem licznych skretéw. Natomiast u $win
chorych na dyzenterie stwierdzono duze spiro-
chety, o wymiarach 0,30—0,38 p $rednicy i 5—
8 p dlugosci. Komoérki te byly luzno skrecone,

111



Nr 1

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXIIT

czesto w ksztalcie litery S. Na podstawie zdjeé
w mikroskopie elektronowym stwierdzono obec-
no$é¢ 12—16 wiokien osiowych, o $rednicy 0,10—
0,13 p.

Taylor (9) okredlit réwniez wplyw tempera-
tury na przezywalno$¢ T. hyodysenterice w
$§wiezym kale §win. Przezywalnos¢ tego szczepu
wynosi w temperaturze:

a) —20°C — 2 lata

b) + 4°C — 6—9 dni

) +22°C — 1—2 dni

d) +387°C — ponizej 24 godz.

W dotychczasowym piSmiennictwie brak jest
danych na temat izolacji 1. hyodysenteriae z
przypadkow dyzenterii w Polsce.

Celem naszej pracy bylo wyizolowanie szcze-
pu T. hyodysenteriae z probek kalu swin cho-
rych na dyzenterie, a nastepnie zbadanie jego
wrazliwosci na ronidazol.

Material i metody

W celu izolacji szczepu T. hycdysenteriae, do badan
pobierano prébki kalu od 7 §win chorych na dyzente-
rie. Rowniez badaniom poddano prébki katu 3 $win
zdrowych. W badaniach <«zastosowano zmodyfikowana
metodyke Kinyona i Harrisa (7).

Prébki kalu rozcierano w moZdzierzu w roztworze
0,01 M buforu fosforanowego o pH 7,4, stosujac roz-
ciefiezenie 1:10. Zawiesine odwirowywano przez 10
minut przy 1000 obr./min. Supernatant przepuszczano
kolejno przez serie filtrow z octanu celulozy, o prze-
cietnej $rednicy otworéw: 8,0 w; 5,0 w; 3,0 n; 1,2 u;
0,65 u; 0,45 p. Z kolejnych filtratow oraz bezposrednio
z kalu §win zdrowych i chorych wykonywano prepara-
ty i barwiono blekitem Wiktorii.

Izolacje T. hyodysenteriae przeprowadzano na podlo-
zu agarowym TSA (Trypticase Soy Agar), z dodatkiem
10% krwi bydlecej z cytrynianem sodu. Poszczegdlne
filtraty posiewano po 0,1 i 0,2 ml na plytki Petriego,
ktore nastepnie inkubowano w warunkach beztleno-
wych w anaerostacie GasPak 150, w $rodowisku 50%
H, i 50% CO,, w obecnosci katalizatora palladowego
oraz wskaznika warunkow beztlenowych, przez okres
3—10 dni, w temperaturze 37°C. RéwnieZz posiewano
redukeyjnie ezg material bezposrednio z katu, jak i z
poszczegdlnych filtratéw.

Réwnolegle wykonywano badania bakteriologiczne
0gblne kalu Swin zdrowych i chorych na dyzenterie.

W celu uzyskania czystej kultury szczepu T. hyody-
senteriae, wycinano pojedyncze kostki agaru ze spiro-
chetami i widocznymi strefami hemolizy oraz przesie-
wano je do podloza plynnego TSB (Trypticase Soy
Broth), z dodatkiem 10% surowicy bydlecej i 0,5% cys-
teiny, w atmosferze H, i CO,. Probki inkubowano
7—10 dni w temperaturze 37°C.

W kolejnych do$wiadczeniach, po kilku pasazach
hodowli duzych spirochet, oznaczono dzialanie bak-
teriobdjcze ronidazolu. Do badan zastosowano preparat
zawierajgey 95% ronidazolu firmy MSD. Oznaczenie
dzialania bakteriobdjczego preparatu przeprowadzono
na staltym podlozu agarowym TSA, o skladzie jak wy-
ze], do ktérego dostosowano roztwory preparatu o roz-
nych stezeniach. Podloze TSA bez ronidazolu stano-
wilo kontrole. Na ptytki posiewano po 0,1 ml bulio-
nowej (TSB) hodowli T. hyodysenteriae, nastepnie in-
kubowano w anaerostacie GasPak w s$rodowisku H,
i CO, w warunkach beztlenowych przez 3—7 dni, w
temperaturze 37°C.

Ponadto oznaczono liczbe komérek T. hyodysenteriae
w filtratach oraz hodowli na podlozu plynnym meto-
dg plytkowa,
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Wyniki

Dzigki zastosowaniu stalego podioza agarowe-
go TSA z dodatkiem 10% krwi bydlecej oraz
metodyki badan wg Kinyona i Harrisa z 1974 r.
(10) udalo sie izolowaé szczep T. hyodysenteriae
w czyste] kulturze z posiewdéw ostatniego filtra-
tu (filtry o Srednicy 0,45 ), uzyskanego z kalu
swin chorych na dyzenterie. Wzrost T. hyody-
senteriae objawial sie obecno$cia hemolitycz-
nych stref o érednicy 2-—4 mm na podtozu aga-
rowym TSA z krwia. Obecnosé duzych spirochet
stwierdzono na podstawie badania mikroskopo-
wego. Spirochety wystepujace w kale jak i z
hodowli na podlozu stalym mialy wymiary 5—
8 w diugosei i 0,3—0,5 p $rednicy.

W 1 ml badanego filtratu znajdowalo sie oko-
1o 2,4X10* komérek T. hyodysenteriae.

Nie stwierdzono duzych spirochet w kale
$win zdrowych.

Natomiast w plynnym bulionowym podlozu
TSB z dodatkiem 10% surowicy bydlecej uzys-
kano wzrost T. hyodysenteriae w liczbie okolo
107 komorek w ml hodowli, po 7—10 dniach in-
kubacji w temperaturze 37°C w obecnosci H,
i CO, i warunkach beztlenowych.

Bulionowsg hodowle szczepu T. hyodysenteriae
93 1 54 wzieto do oznaczenia wrazliwosei na ro-
nidazol. Stwierdzono wrazliwo$¢ szczepow T.
hyodysenteriade na 50 mecg/ml ronidazolu.

Omowienie wynikow

Izolowane w badaniach wtasnych duze spiro-
chety swoja morfologia przypominaja komorki
Treponema hyodysenteriae. Réwniez ich wzrost
na podlozu TSA z dodatkiem krwi bydlecej jest
typowy dla T. hyodysenteriae, zgodnie z bada-
niami Harrisa i wsp. (3) oraz Glocka i wsp. (2).
Wydaje sig jednak konieczne poznanie substruk-
tury komoérek izolowanych szeczepow w oparciu
o zdjecia w mikroskopie elektronowym oraz na
podstawie immunofluorescenciji.

Jak wynika z przedstawionych badan, duze
spirochety znajdowano tylko w kale zwierzat
chorych na dyzenterie i obecno$é¢ ich potwier-
dzano na podstawie hodowli drobnoustroju. Wy-
dawa¢ mogloby sig, ze szybkie stwierdzenie w
kale obecnosci duzych spirochet na podstawie
badania mikroskopowego wystarczy do zdiagno-
zowania jednostki chorobowej jako dyzenterii.
Jednakze uwazamy, ze konieczne jest pelne ba-
danie mikrobiologiczne i serologiczne. Opisana
przez nas metoda izolacji T. hyodysenteriae,
ktora technicznie jest klopotliwa ze wzgledu na
kréotka przezywalno$é spirochet w warunkach
tlenowych (w temp. 37°C — ponizej 24 godz.,
a w temp. pokojowej 1—2 dni, wg Taylora (9),
oraz ze wzgledu na podloza, ktérych nie produ-
kuje sie w kraju, nie moze jeszcze byé¢ prowa-
dzona rutynowo w laboratoriach. Sugerujemy
jednak koniecznos$¢ prowadzenia takich badan
ze wzgledu na to, Ze u $Swiezo izolowanych
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szczepow terenowych spirochet mozna spraw-
dzi¢ wrazliwo$¢ ich na chemioterapeutyki i za-
stosowaé do leczenia odpowiedni lek.

Z naszych badan wynika, ze ronidazol (bedacy
substancjg czynng w preparacie Ridzol S), dziala
boéjczo in vitro na izolowane 2 szczepy Trepone-
ma hyodysenteriae w stezeniu 50 meg/ml.
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Powiktania po szczepieniach przeciw wsciekliznie
- psow oraz proby ich leczenia

Z Instytutu Chordb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjinego SGGW-AR w Warszawic

Choroba poszczepienna u pséw opisana byla
juz w 1949 r. przez Stryszaka (4), kiedy to wy-
stapila po raz pierwszy po przeprowadzonej w
w 1948 r. akcji masowych szczepien przeciw
wéciekliznie. Chorobe te opisali réwniez Koco-
wicz i Ratomski (1). Poza praca Przymusa (3)
brak jest w pismiennictwie weterynaryjnym do-
niesien na temat leczenia tej choroby, dlatego
wydalo sie celowe przedstawienie uzyskanych
wynikow leczenia, ktére moga by¢ wykorzysta-
ne przez lekarzy weterynarii w ich praktyce te-
renowej.

Material i metitody

W okresie 1968—74 w Klinice Chordéb Zakaznych
Wydz. Wet. leczono ogdlem 72 psy z objawami choro-
by poszczepiennej. Wiek chorych pséw wahal sie od
3 miesiecy do 12 lat, byly one réznej rasy i kondycji.
Wszystkie psy szczepione byly szezepionksa produkeji
polskiej ,Rabiesvac” produkowang przez Przemyst
Bioweterynaryjny w Pulawach. Rozpoznanie kliniczne
choroby poszczepiennej oparto na wywiadzie. badaniua
klinicznym 1 laboratoryjnym. U pséw padlych lub
uspionych rozpoznanie potwierdzono badaniem anato-
mopatologicznym i histopatologicznym modzgu oraz la-
boratoryjnym, polegaiacym mna izolacji wirusa szcze-
pionkowego z médzgu. U pieciu losowo wybranych pséw
7z objawami formy mozgowe]j choroby poszczepiennej
badano krew na poziom cukru.

Na podstawie badania klinicznego chore psy zaliczo-
no do jednej z nastepujacych form choroby: mézgo-
wej, rdzeniowej 1 mieszanej mézgowo-rdzeniowe].

W leczeniu choroby poszczepiennej stosowano gliko-
kortykoidy jako leki dzialajgce przeciwzapalnie i prze-
ciwuczuleniowo. Uzywano preparaty: deltacortil (Pfi-
zer), hostacortin (Hoechst), zawierajgce w ml 10 mg
octanu prednisolonu. Z preparatéw polskich stosowano

hydrocortizon (Polfa), zawierajacy w 5 ml 125 mg
kortyzonu. Stosowano dawki od 10—30 mg -dziennie
w zalezno$ci od wagi zwierzecia. W momencie popra-
wy w stanie zdrowia psa dawki glikokortykoidow
stopniowo zmniejszano o 5 mg w kazdym nastepnym
tygodniu leczenia. Glikokortykoidy stosowano zawsze
pod oslong antybiotykéw, najczeéciej debecyliny. Waz-
ne znaczenie w leczeniu tej choroby ma witamina B,
stosowana w iniekcjach codziennych w dawkach od
25 do 100 mg w =zaleznoSci od wagi ciala przez caly
okres leczenia. W stanach porazennych podawano
érodki tonizujace jak: opotonine, asconerin oraz nival-
gin (prod. Pharmachin-Bulgaria).

W leczeniu standéw porazennych zwracano duzg
uwage na wtasciwg pielegnacje zwierzat. Psy catkowi-
cie porazone byly kilkakrotnie w ciggu dnia przekla-
dane z boku na bok oraz kladzione na mostku w celu
odpowiedniego przewietrzenia pluc, aby nie dopuscié’
do wystapienia zapalenia pluc i odlezyn. Poniewaz po
okolo 2 tygodniowym bezwladzie z reguly dochodzi
do zaniku mie$ni, stosowano zapobiegawczo gimnasty-
ke i masaze konczyn. W przypadku porazen zwieraczy
odbytu 1 pecherza moczowego, prowokowano defeka-
cje, wlewy doodbytnicze oraz stosowano masaze i cew-
nikowanie pecherza moczowego. Ponadto podawano
choremu zwierzeciu antyseptyki drég moczowych jak
nitrofuranioine lub urenil. W formie mdzgowej choro-
by poszczepiennej w postaciach przebiegajacych czesto
7z atakami padaczki stosowano leki przeciwdrgawkowe
i uspokajajace jak luminal w dawce 100—150 mg
dziennie, hydantoinal doodbytniczo w dawkach frak-
cjonowanych 100 mg/kg c.c.

Wyniki i omdéwienie

Na podstawie wywiadu i badania klinicznego
wszystkie przypadki choroby poszczepiennej za-
kwalifikowano do jednej z trzech postaci: moz-
gowej, rdzeniowej oraz mieszanej mozgowo-

Tab. 1. Formy kliniczne choroby poszczepiennej pséw oraz wyniki ich leczenia

Ogolna liczba | |

Formy kliniczne 1 wyniki leczenia

chorych ps6w mobzgowa ) i rdzeniowa | mozgowo-rdzeniowa
ogdlem ‘ padlo | wylecz “ ogdlem f padto wylecz. ‘ ogotem l padio ‘ wylecz.
41 [l 52 39 23 8 I 15

73 | 9 ‘ 8 } 1 !

21




