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Próby ustolenio etiologii mortwicoweg o zapolenio
jomy ustnej u jognięcio

z zakladu Hlgieny Weterynaryjnej w Lublinie

Etiologia wielu schorzeń ludzi i zwierząt wy-
wołanych przez beztlenowce niezarodnikujące
tj. tzw. florę endogenną Veżllona nie została
jeszcze dostatecznie poznana, Powodem tego
były trudności metodyczne związane z hodowlą,
a przede wszystkim z identyfikacją tych drob-
noustrojów (2, l0, 22, 29). Dotychczasowe meto-
dy oparte na właściwościach morfologicznych
i fermentacyjnych, a częściowo serolcrgicznych
nie stwarzały możliwości powtarzalnej i pewnej
identyfikacji. Dopiero badania Guillaume i wsp.
(1B) oraz Beerensa i wsp. (5) nad beztlenowcami
niezarodnikującymi wykorązstuj ące anilizę kwa-
sów tłuszczowych jako produktów metabolizmu
glukozy i treoniny oraz badania Sebald (26)
kwasów nukleinowych pozwoliły na uproszcze-
nie i uporządkowanie systematyki tej grup},
zatazków. W oparciu o powyzsze metody udało
się ustalić właściwą pozycję taksonomiczną bez-
tlenowych bakterii wywołujących zanokcicę
tlwiec (8). Obecnie metoda ta weszła już jako
podstawowa do praktyki badawczej.

Jednym spośród schorzeń beztlenowcowych
zwierząt o mało zbadanej etiologii jest martwi-
cowe zapalenie jamy ustnej ,,SNA" (,,stomatitis
necroticans agnorum", .,stomatitis of 1ambs".
,.Lammerdiphteroid", .,stomatite necrotique",
.,niekroticzeskij stomatit", dawniejsza nazwa
polska - dyfteria iagniąt), Dostępne podręcz-
niki chorób owiec i mikrobiologii podaią, że
powyższa jednostka chorobowa jest wywoływa-
na przez pałeczkę niezarodnikującą Fusobacte-
rżum necrophorum (19, 24). Jednak odnośny
pogląd iest oparty, jak się wydaje, na wynikach
badań dawniej przeprowadzonych. W przeftza-
nym nowszym piśmiennictwie krajowym i za-
granicznym żadnych prac dotvczących ,.SNA"
nie znaleziono. Dlatego zbadanie etiologii z
użyciem nowoczesnej metodyki identvfikacyinei
tego rzadko występującego schorzenia jagniąt,
należy uznać całkowicie za uzasadnione i po-
trzebne.

W związku z powyższym jako ce1 niniejszej
pracy przyjęto zbadanie flory beztlenowców
niezarodnikujących występującej ptzy tej cho-
robie.

, Materiał i metody
l. Materiał. Badaniu poddano padłe jagnię z RSP

,,Z", ,-asy mieszanej - długowełnistej, w wieku 8-10
tygodni, wykazujące silne, martwicowe zapalenie jamy
ustnej. Posiewy na beztlenowce niezarodnikujące oraz
na tlenowce wykonano z próbek tkanki znajdującej
się pod zmienioną chorobowo błoną śluzową jamy
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trstnej. Poza tym przebadano rutynowo narządy miąż-
szowe oraz treść z jelit cienkich w kierunku pato-
gennej flory tlenowej.

2. Izolacja beztlenowców niezarodnikujących. Wy-
siewy wykonywano na podłoże agaro,ń/o-surowicze AS
(2,5ol0 0,50/o, ehloro-
wodo 150/o, pH 7,6).
Zasia w 37oC me-
todą pyrogallową według Pestiego (23). Pojedyńcze ko-
lonie, charakterystyczne dla beztlenowców niezarodni-
kujących, wvcinano wraz z agarem i namnażano przez
7 dni w 37oC w półpłvnnym podłożu opisanym w pra-
cy Cygana i wsp. (12). Uzyskane hodowle sprawdzano
na morfologiczną jednorodność kolonii i na brak za-
r-teczyszczeń florą tlenową - ptzez wysiewy w wa-
runkach beztleno,"vych i tlenowych na podłożu agaro-
wo-surowicznym AS oraz na agarze Zeisslera z 109o
krwi owczej.

3. Identyfikacja beztlenowców niezarodnikujących.
Dla określenia przynależności rodzajowej odnośnych
zarazków zastosowano metodykę badania kwasów
tłuszczorł,ych, wytwarzanych w ? dniovvej hodowli
beztlenorvców w bulionie z glukozą przygotowanvm
lveclług Guillaume i rvsp, (1B). Kwasy tłuszczowe eks-
trahowano wedłttg Charlesa i Barretta (9). a identy-
fikorvano przy lżyciu chromatografii cienkowarstwo-
rvej opisanei w pracy Lvnesa (21). Ponadto stosownie
do metody Barnes i Goldberga (3) łladano wzrost za-
razka w bu]ionie z g7l.tkoz,ą i |00k żółci oraz określa,no
pH w 4 dniow-ej hodo,tłlli bulionowej, Zdolność beztle-
1-1o,,tlcórv nieza1,odnikując),ch do produkowania dehy-
clrogenazy treoninv sprarłrclzano metodą Beerensa i
Tahon -- Crrstel (6). a del<arboksylazv krł,aslr l-gluta-
minorvego rved}ug Suzuki i 11l5p, (2B).

Identyfikacja gatunkowa rvyosobnionyeh szczepów
obejmolłlała badanie morfologii komórki i kolonii, ok-
reślanie zdolności fermentowania laktozy, glukozy, sa-
cha_rozy. maltozy, mannitu, salicynv. trehalozy, manno-
z,v, arabinozy, produkeji indolu, H2S, NHs i azotynów
tlraz aktvtvności proteolizy ściętej surolvicy końskiej
(BOoC - 1 godz,) z zastosowaniem metoCyki poclanej
ql poprzerlnich pracach własnych (11, 12),

4. Badanie chorobotlvórczości szczepów beztlenow-
ców niezarodnikujących, Właścirvości chorobotwórcze
rł,yosobnionyclr szczepów spra.,lzdzano przez 1n prowa-
dzenie clootrzewnowo białym mvszkom 1 ml hodorvli
48 godzinnei zatazka z podłoża Wrzoska z 0.50/o gluko-
,zy. Padłe myszy poddawano badaniu na obecność ma-
kroskopowych zmian anatomo-patologicznych.

Wyniki
1. Opis schorzenia, Dostarczone do badania

padłe iagnię \Mykazywało rozległe zmiany mar-
twicowe grubości 2-3 mm, szaro-żólte, zlokali-
zowane na grzbietowei powierzchni języka, na
podniebieniu. dookoła dziąseł oraz na wewnętrz-
nei polvierzchni policzków i warg (rvc. 1). In-
nych zmian ehorobowych, poza ogólnym wv-
chudzeniem. nie zaobserwowano. w stadzie li-
czącyll,] około 150 owiee, w tym kilkanaście iag-
niąt, ehorowało w tym ezasie 20-30010 owiee
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dorosłych z objawami przewlekłej kulawizny,

zwierząt nie zauważył, Całe stado było zywione
niedostatecznie i jednostronnie głównie sianenr
o złej jakości. Ponadto dalszym niedociągnięciem
były - duza wilgotność ściółki oraz brak łvłaś-
ciwej higieny i piclęgnacji.

Ryc. 1.

2. Badanie bakteriologiczne. Rutynowe bada-
nie próbek z padłego jagnięcia wykazało jedynie
niezbyt liczną florę zawierającą Staph. albus,
gamma hemolit. E, colż i aifa hemolit. pa.cior-
kowce. Z posiewów na podłozach inkubor,vanych
w warunkach beztlenorvych wyosobniono nie-
mal w czystej ktłlturze 2 rożnę szczepy beztle-
nowców niezarodnikujących, które oznaczono
Nr 1743 i Nr 1744.

Hodowle szczepu Nr 1743 zawierały drobne,
niezarodnikujące pałeczki gramujemne, o za,
okrąglonych końcach, a niekiedy duze fornry
,,cytrynowate". Na agarze surowiczym AS szczep
ten wytwarzał koloni,e wielkości 2-3 mm, wy-
pukłe mętne, o równych brzegach, Produktarrri
metabolizmu glukozy były 2 kwasy tłuszczowe:
bursztynowy i octowy. Wzrost tych pałeczek w
bulionie stymulował dodatek l50/o żołct. W cza-
sie wzrostu drobnoustroju w bulionie z 196 glu-
kozy dochodziło do silnego zakwaszenia hodowli
do pH 4,9. Z badanych enzymów zarazek wy-
twarzał dekarboksylazę kwasu 1-glutaminowe-
go, a nie produkował dehydrogenazy treoniny.
Całokształt posiadanych właściwości był typo-
wy dla beztlenowców rodzaju Bacterożdes. DIa
okreśIenia gatunku sprawdzono dodatkowo
właściwości fermentacyine i proteolityczne
szczepu. Fermentował on silnie glukozę, malto-
zę i mannozę, słabiej laktozę i arabinozę, nie
zakwaszał sacharozy, mannitu, salicyny i tre-
halozy. Ponadto reclukołvał azoŁany do azoty-
nów i NH3, rozpuszczał ściętą surowicę końską,
nie produkował indolu i H2S. Powyższe rezlłl-
taty badań pozwoliły zidentyfikować go jako
Bacterożdes oralis.

Wyosobniotly drugi szczep bczi]elrowca Nr
I744 wytwarzał pałeczki długic, nitkclr,vate,
gramujemne i niepoJimorficzne. Na podłożu

24

agalowo-surowiczym AS dawał kolonie wypuk-
łe, o średnicy 2-3 mm, o równym brzegu. Przy
badaniu metabolicznej rozbudowy glukozy w
podłożu bulionowym stwierdzono 2 kwasy: ma-
słowy i bursztynowy. Wzrost zarazka w bulionie

siło pH 6,2. Szczep produkował dehydrogenazę
treoniny, a nie wytvlarzał dekarboksylazy kwa-
su 1-glutaminowego. Na podstawie powyższych
właściwości odnośny zarazek zaszeregowano do
rodzaju Fusobacteriuln. Pozastałe analizowane
właściwości szczepu Nr 1744 ważne dla przepro-
wadzenia identyfikacji gatunkowej przedstawia-
ją się następująco, Pod względem biochenricz-
nym drobnoustrój wykazywał aktywność w sto-
sunku do glukozy, rnaltozy i mannozy, reduko-

twarzał HrS; nie produkował indolu, nie zakwa-
szał podłozy z sacllarozą, lakLozę, arabinozą,
mannitem, salicyną i trehalozą, Porównując po-
wyższe właściwości tego szczepv z danymi pro-
totypowych szczepów poszczególnych gatunków
Fusobacterium, według obowiązującej między-
narodowej systematykt z 1972 r, ,,Bergey's ma-
nua1 of determinative bacteriology", - nie moż-
na było ustalić jego przynalezności gatunkowej.

Ryc. 2.

3, Właściwości chorobotwórcze szczepów Nr
7743 L Nr 1744. Obydwa wyosobnione szczep)r
beztlenowców niezarodnikujących okaza\y się
silnie chorobotwórcze dla myszy. Zrniany ana-
tomo-patologiczne u myszy padłej w ciągu 48
godz. po zakażeniu szczepem Bacterożdes oralis
Nr 1743 przedstawiaią się jako róznej wielkości
ogniska martwicowo-włóknikowe oraz ropnie
w wątrobie (ryc. 2), Podobne zmiany wystąpiły
na wykazttjącei ostry obrzęk śledzionie. Pałecz-
ki Fusobacteriu,m, sp. Nr 1744 powodowały
smierć zakażonej nimi myszy na 4 dzteń ze
zmianami analogicznymi do wyzej opisanych,

Dyskusja
\Ą/edług przyjętego od clawna, ostatnio nie

sprawdzanego poglądu, ntrrtwicowe zapalenie
jany ustnej jagniąt ,,SNA" jest powodowane
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przez Fusobqcterżum necrophorum (l9, 24). Ni-
niejsze badania własne wskazują na obecność
przy ,,SNA" flory beztlenowców niezarodniku-
iących złożonej z Bqcteroid,es oralżs i bliżei nie-
zidentyfikowanego gatunku Fusobucterium (nie
odpowiadaj ącego Fusobacterium necr ophorum).
Podkreślić przy tym nalezy, że powyższe drob-
noustroie zostały wyosobnione prawie w czy-
stej kulturze, co przy braku innej flory pato-
gennej, zdaje się przenrawiać za tcln rolą etiolcl-
$iczną w opisanym przypadku. Przyczynąuzys-
kania odmiennych wyników było prawdopodob-
nie zastosovlanie, po raz pierwszy przy tym
schorzeniu, nowoczesnei metodyki diagnostycz-
nei. Mozliwe też, że etiologia ,,SNA", podobnie
zresztą jak to wykazano przy zbliżonym morfo-
logicznie schorzeniu człowieka, jest niejednolita
(16, 25). Za takim tłumaczeniem przemawia
również wyosobnienie z badanego, padłego jag-
nięcia beztlenolvca Bacterożdes oralis, które do-
piero od niedawna jest uznawany za czynnik
przyczynowy w procesach zapalnych jamy ust-
nei człowieka (B),

Co do właściwości biologicznych szczepu
Bacterożdes ora,lźs Nr 1743, to były one zgodne
z danymi podręcznika ,,Bergey's of mannual
determinative bacteriology" (8) oraz z opisem
podanym przez Felnera i Dowella (1a). Na pod-
kreślenie zasługuje duza chorobotwórczość zba,
danego szczepu dla myszy, u których wywoły-
wał charakterystyczne zmiany, głównie martwi-
cowe, a częściowo ropne. Według osiatnich ba-
dań, wywoływane przez beztlenowce niezarod-
nikujące procesy o charakterze martwiczym, za-
lezą od lipidu A we frakcji lipopolisacharydowej
zarazka, odpowiadającej właścirvościorn endo-
toksyny (7, 15).

Przedyskutowania wymaga nietypowy dla
żadnego opisanego w ,,Bergey's of mannual de-
terminative bacteriology" (8) gatunku - szczep
Fusobacterium sp. Nr 1744, Szczep ten róznił
się zasadniczo od F,usobacterźum necrophorunl
szeregiem właściwości biochenricznych, a tlria-
nowicie bezgazową fermentacją cukrów, bra-o
kiem właściwości hemolitycznych, niewytwarza-
niem indolu oraz zupełnie odmienną morfologią
kolonii. Jedynie występowanie zarazka w po-
staci długich nici zbliżało go do wyglądu pa-
łeczek Fusobacterżum necrophorum. Jednak
właściwości morf ologi czne beztlenowców nieza-
rodnikujących, przetvażnie nigdy nie są stałe
i dlatego nie mogą stanowić pewnej podstawy
do identyfikacii gatunku. Niedawno podobne
trudności n-rieli przy badaniu szczepów ptasich
Barnes i Goldberg (4), a świńskich Aalbaek (1).

Martwicowe zapalenie jamy ustnej u czło-
rvieka oraz u zwierząt iest niewątpliwie związa-
ne z namnozeniem się flr:lry endogennej normal-
nie bytującei w warunkach pełnego zdrowia
makroorganizmu. Podstawowynri czynnikami
stymulującymi tł człowieka l<lzwói tej flory słł:
sptlstib przv]egania zan,azk,a d<l błony śIr_łzrlwci,
uwarunkowany mięclzv innymi jego cechalni
n-rol,fologicznymi (13, 17); zdcllność polimervzo-

wania cukróv, stabilizujących osadzanie się za-
razka (16); niski potencjał oksydo-redukcyjny
w miejscu styku zębow i dziąseł (20) i wreszcie
niedobory witaminy C i kwasu nikotynowego
(27). Prawdopodobnie szereg z tych czynników,
między innymi niedobory witamin, mogły ode-
grać istotną rolę równiez w opisanym przypad-
ku.

Reasumując, należy sądzić. że etioiogia ,,SNA"
iest bardzie j złożona i niejednolita, niż to wyni-
ka z dawniej przeprowadzonych prac. W tej
sprawie potrzebne są dalsze badania na więk-
szym materiale.
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Cygan Z., Jastrzębski T,, Łosowska B., Deptuła D. -Attempts to establish thc_ctiology of necrotic stoma-
titis in a lamb.

The examinations were carried out in order to
establish the etiology of stomatitis in a. dead lamb.
Mainly there were taken into consideration non-
-sporing anaerobic bacteria. Tn the course of exa-
mination two strains almost in a pure culture were

isolated. i.e. Bacteroides oralis No 1743 and a pa-
thogen of Fusobacterium sp. designated as No 1744.
Their characteristics were estimated. On the strength
of the examinations the authors did not confirm the
view that Fusobacterium necrophorum was present
in case of neclotic slomatitis in lambs. It seems that
the etiology of this disease is more complicated and
heterogeneous.

STANISŁAW KARPIŃSKI, STANISŁAW TERESZCZUK

z zakłedu Badania chorób ś\\,iń

Choroba pęcherzykowa świń (SVD) wcittź
ieszcze występuje - w mnieiszym 1ub więk-
kszym nasileniu - w niektórych krajach mimo
energicznego jej zwalczania przy zastosowaniu
wszystkich ,alanych metod, łącznte nawet z
wybijaniem całegó pogłowia świń w zapowiet-
rzony Z przyczy,D
tego iska należy
uz,,naĆ przez zaka-
żone zwierzęta zarazka na działaniJ szvnnikórł,
tizvcznycll. a zwłaszcza chenricznych (1. 3. 1, 5.

6. 7) i zwlązaną z tym stosunkowo długą jego
przeżywalnością w środowisku zewnętrznyn.

w weterrrnaryjnym piśmiennictwie świato-
wym ukazało się już na ten temat kilka publi-
kacji (2, 3, 4). Ze względu jednak na fakt. że
nie wszystrkie aspekty tego bardzo waznego
dla praktyki zagadnienia zostały w wymienio-
nych publi'kacjach wyiaśnione. ptlcljet<l ninie.j-
sze badania własne. Celern ich było m. in. pclz-
nanie - rv różnyclr temperaturach przecho-
wywania próbek - dynamiki spadku miana
wirusa SVD znaidującego się -w środowisku
sztueznie nim zakażonych popłuczyn mięs-
rrych, gnoio\^/icy, wody pobranej bezpośrednio
z rzeki (Wisły), woc{y wodociągowei, wody wo-
dociągowej chlorowanej chlorem gazov/vrj:r
oraz w Środowisku nasiąkniętei gnoiowicą
ziemi, którą po zakażeniu wiruse,m poddarn,a-
no suszeniu. Należy zaznaczyć. że w dostęp-
nym piśmiennictwie nie znaleziono danych
na temat przeżywalności wirusa SVD w wy-
mienionych,warunkach środowiskowych.

Materiał i metody
Do badań użyto:

- cytopatyczny szczep ,"vil,usir SVD namnożony w
hodowli komórek IBRS-2. 'Wirus zawieszony w płyrrie
Eagle'a z 2% dodatkiem surowicy cietęcej rozlewano
do pr,óbek i przechorvy\łtano w tenrp -1BoC;

- stałą linię komórek nerki świni IBRS-2 (De Cas-
tro) namrrożoną w butlach Roux. Jako płynu wzros-
towego użyT vano B50/o płynu Eag]e'a, 150/o surowicy cie-
1ęcej i antybiotyków r,l, iloścjach ogólnie stosorł'anych;

- popłuczyny mięsne (l,zeźnianci ;

gnOjowicq z chlewni;

- ziemię nasiąkniętą gnojowicą;
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- wodę rvodociągorł,ą;

- wodę rzecznąi

- wodę wodociągową chlorowaną chlorem gazo-
lvym bez- i z dodatkiem 109o surowicy cielęcej.'Wirus namnożony w hodow i komórek IBRS-2, o
mianie 1OsTCIDsn, mieszano w stosunlnr 1:9 z popłu-
czynami mięsnymi, z gnoiowicą, wodą wodociągową
oraz z rvodą rzeczną. Część każdej ze sporządzonych
w powyższv sposób mieszanin (prób) umieszczano w
temp. 1B-22oC, część w temp. chłodni 4oC, a część
za_rnrożono i przechowywano w temp, -1BoC. Następ-
nie rv poszczególnych próbach określano - okresowo

- rł,ysokość mian rvirusa SVD, z tym, że próby prze-
chorr,)rrvane rv temp. 7Bo-22oC poddarłrano badaniu
jeden t,az rv tygodniu. pr6bv z chłodni badano jeden
raz lv miesiącu, a próby z z,amrażarki poddano ba-
daniu po 3 i B miesiącach przeehowylvania.

Wirus przvgotolvyu,any jak rvyżej mieszano rórł,-
nież z ziernią nasiąkniętą gnojowica (100 g ziemi *
10 ml rvirusa) a następnie ziemię tę poddal,,,ano ła-
godnemu suszeniu strumieniem porł,ietrza o temp
1BoC i przechorł,ywano rv temperaturze pokojorłrej _
rv eiemni Izolacię rvirusa qlyĘonyrłlano trzykrotnie:
1rrl 24 godz, ptl 4 dniach i po 7 dniach orl ezasu lvy-
suszenia.

Wirus przygotorvany jak rvyżej mieszano też z wo-
da chlororvaną (1 ml r.virusa t 99 ml wody), zau,ie-
raiacą 1. 2. 4, 6 lub B mg rvo nego chloru w 1 l
(chIor określano metodą orto-tolidynową), albo też
z wodą chloro,"vaną ,i.rv , do której dodarł,ano 100ń
surowicy cielęcej (białkowy osłaniacz dla wirusa),
Określenie miana wirusa wykonywano po 30 min. od
chwili sporządzenia mieszaniny.

Dla rłzyizolowania wirusa z zakażonych popłuezyn
nrięsny,ch, z grroj,owicy, wody rzeeznej i wodociągowej
przyjeto nastę,puiacy tok postępowania:

-- do 4.5 ml PBS zau,ierająeego 400 j.m (1 ml pe-
nicvliny krystalieznej i 200 ug/1 mI streptomycyny
doda,tłlano 0.5 ml badanego materialu;

- uzyskaną w powyższy sposób zalviesinę wsta-
wiano do łaźni wodnej na 1 godzinę (temp. 37oC),
a następnie wirowano przy 5 tys. obr/mln przez 20
minut;

- porłlstal;r w trakcie wirowania osad odrzucano
a supernatant poddawano kolejnym rozeieńezeniom
od 10-r do 10-s lv PBS:

- przy użyciu 0.1 ml każdego z kolejnych rozcień-
czeń zakażano po 3 probórł,ki z 24 godz. hodor,r,lą ko-
mórek IBRS-2:

- oo oółgoclzinnej adsorbcii zalewano zakażone ko-
nlórki ołynem utt,zymuiacvm. składającym się z 98%
płynu Eagle'a 1 20h surorvicy cielęeej:

- odczyt 11lykonywano po 48 godz. ocl ehrłlili zaka-
z(,nta:

- rlbect-tośtr wil,usa strvierdzano lla puclstawic po-
rł,slawania efektu cytopatycznego.

Bodonio nod Wzeżywolnościg wiruso
choroby pęcherzykowej świń (SVD)

w różnych worunkoch środowiskowych


