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Haemophilus equigenitalis — czynnik etiologiczny zakaznego

zapalenia macicy v klaczy
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Na przelomie kwietnia i maja 1977 r. w sta-
dninie koni w Newmarket w Wielkiej Bry-
tanii stwierdzono liczne przypadki ostrych za-
palen maciey, ktorym towarzyszy! spadek plod-
nosci klaczy (4, 16). Dane kliniczne i epidemio-
logiczne réznity sig od danych, opisywanych
przy innych zakazeniach drég rodnych u kla-
czy. U ok. 40% pokrytych klaczy stwierdzono
objawy ostrego zapalenia macicy i szyjki ma-
cicznej z towarzyszacym obfitym ropnym wy-
plywem z pochwy. Konwencjonalne metody ba-
dan bakteriologicznych wymazow szy jkowych
w tlenowych warunkach nie daly oczekiwanych
rezultatow. 7 wymazéw hodowanych w bez-
tlenowyeh warunkach wyizolowano kilka szcze-
pow Bacteroides fragilis. Przy zastosowaniu in-
nych metod inkubacji udalo sie od 9 z 10 kla-
czy wyizolowaé gramujemna, niekwasooporng
kokopaleczke, Podobne bakterie wykryto w
wymazach z zewnetrznych narzadoéw piciowych
od wszystkich 6 ogieréw z opisywanej stadni-
ny; ogiery w tym czasie nie wykazywaly zad-
nych objawow chorobowych. Te gramujemne
kokopateczki nie odpowiadaly w swych bioche-
micznych, wzrostowych i antygenowych wias-
ciwoéciach zadnym innym znanym bakteriom.
Dane te oraz badania nad czynnikiem etiolo-
gicznym daly podstawe do oznaczenia nowej
jednostki chorobowe]j nazwa zakazne zapalenie
macicy u klaczy (zzmk). Podobne opisy przy-
padkoéw chorobowych, o mniej lub bardziej o-
strym przebiegu, notowane byly w Wielkiej
Brytanii, Irlandii, Australii, Stanach Zjedno-
czonych, Kanadzie, Francji, Belgii i Republice
Federalneij Niemiec (3, 11, 22, 27, 31). Wszys-
cy donosili o wyizolowaniu wyzej opisanych
gramujemnych kokopaleczek. Problemowi zzmk
poéwiecono znaczng uwage na konfereancji Ko-
misji Norm i Biopreparatow i Komisji Kodeksu
7.00-Sanitarnego Miedzynarodowego Urzedu
Epizootii jesienia 1977 r. (35).

Eksperymenty wykonane W Stacji Badaw-
czej Koni w Newmarket w Wielkiej Brytanii
(15) udowodnity, ze zdrowe klacze kucoéw moga
byé zakazone: a) czysta kulturg zarazka: b)
przez przeniesienie materialu otrzymanego Zz
szyjki macicy kucow doéwiadczalnie zakaZzo-
nych czysta kultura zarazka; c) poprzez stosu-
nek piciowy zdrowych klaczy z ogierami eks-
perymentalnie zakazonymi czysta kultura za-
razka. U zakazonych klaczy trzema powyzej
opisanymi metodami wystapily typowe objawy
chorobowe wykazujace, ze opisywane gramuje-
mne kokopateczki sa giéwnym czynnikiem etio-

logicznym zzmk. Eksperyment ten zostal po-
twierdzony przez innych badaczy (8, 12, 22,
32).

Taylor i wsp. (28) zaproponowali wilgczenie
zarazka wywolujacego zzmk do rodzaju Hae-
mophilus i okreslenie gatunku jako Haemophi-
lus equigenitalis (szczep WZOTCOWY 61717)
(NCTC 11184). Propozycja Taylora i wsp. zo-
stala przediozona do zaopiniowania komisji
Miedzynarodowego Komitetu Systematyki Ba-
kteriologicznej. Komisja ta nie zaakceptowala
wlqczenia omawianego drobnoustroju do rodza-
ju Haemophilus; nazwa fa moze by¢ jednak u-
zywana do czasu zaproponowania 1 zaakcepto-
wania innej nazwy (10).

Haemophilus equigenitalis jest gramujemna,
niekwasooporng paleczka o rozmiarach 0,3—
0,4 um na 0,7—1,0 um. W preparatach ze star-
szych hodowli mozna obserwowa¢ dluzsze for-
my bakterii (do 1,8 um). W mikroskopie elek-
tronowym oraz skaningowym wykazano, ze
posiada otoczke (26, 98). Nie zauwazono nato-
rmiast fimbrii i rzesek. Nie stwierdzono zdolno§-
ci wytwarzania przetrwalnikow. Drobnoustroj
ten nie ma wlagsciwosei ruchu. Szezep Haemo-
philus equigenitalis wymaga do swojego wzro-
stu warunkéw mikroaerofilnych. Najlepszy
wzrost otrzymuje sie w aparatach’ do hodowli
beztlenowcow, w atmosferze powietrza z do-
datkiem 10% dwutlenku wegla lub w atmosfe-
rze wodoru z dodatkiem 10% dwutlenku wegla.
Obserwowano wzrost w zakresie temperatur
od 30°C do 41°C (optimum 37°C). Do swojego
wzrostu wymaga odpowiednich wzhogaconych
podlozy. Dobry wzrost uzyskuje si¢ na agarze
czekoladym z dodatkiem 10% krwi konskie]j
lub baraniej. Najlepsze efekty wzrostu otrzy-
mano na agarze czekoladowym, sporzadzonym
na bazie Columbia agar lub Eugon agar (10).
Obserwowano takze wzrost na zwyklym aga-
rze krwawym lub agarze DST (Oxoid) z do-
datkiem 7% odwléknionej krwi baraniej; auto-
rZy zaznaczajj jednak, ze byl to prawdopodo-
brnie wynik adaptacji laboratoryjnej szczepu
(11). Wyprobowano roéwniez metode hodowli
Haemophilus equigenitalis na podiozach poél-
statych i plynnych, ktora zastosowano w bada-
niach immunologicznych tegoz drobnoustroju
(7).

Nie stwierdzono koniecznoéei dodawania do
podlozy dla Haemophilus equigenitalis hemi-
ny (czynnik X) i neukleotydu dwufosfopiry-
dyny (czynnik V), przeciwnie niz w przypad-
ku szeregu gatunkow rodzaju Haemophilus
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(28). Co prawda niektérzy autorzy (7) stosuja
nieznaczny  dodatek pochodnych heminy.
Obserwowana réwniez slaby wzrost Haemo-
philus equigenitalis wokoél krazkéw nasgczc-
nych ezynnikiem X (23). Do podiczy stalych
w celu unikniecia przerostéw inng mikroflora
wiekszo$é  autoréw dodaje streptomyecyne,
ostatnio jednak coraz czedciej donosi sie o izo-
lowaniu z przypadkéw zzmk szczepéw strep-
tomycynowraziwych, co przy stosowaniu do-
datku omawianego antybiotyku moze daé zna-
czng ilo$¢ wynikéow , falszywie ujemnych” (27].

Okres wzrostu Haemophilus equigenitalis
na podiozach stalych, przy zachowaniu opisa-
nych wyzej warunkéw inkubacji, wynosi 2—
—> dni. Po 48 godzinach inkubacji mozna
zauwazyé¢ wzrost, lecz najlepsze efekty uzys-
kuje si¢ po 72 godzinach. Kolonie sg wtedy
okragle, wypukle z gladka, Swiecgcg powierz-
chnig i catkowitym brzegiem, koloru szarego
Iub kremowego, wielkodei ok. 1 mm. Wsrod
kolonii normalnie wyrosnigtych mozna spot-
ka¢ kolonie drobniejsze. Przezroczyste kolo-
nie po dalszej inkubacji ulegajg zmetnieniu.
Platt i wsp. (15) obserwowali po okresie in-
kubacji, wynoszaeym 6 dni na podlozu czeko-
ladowym, sporzadzonym na bazie agaru Eu-
gon, kclonie $rednicy 3—4 mm. Drobnoustréj
ten nie powoduje hemolizy na podlozach zdo-
datkiem krwi.

Haemophilus equigenitalis okazat sie nie-
zwykle malo biochemiecznie aktywnym zaraz-
kiem. W typowych konwencjonalnych testach
réznicujgcych bakterie, okazat sie jedynie ka-
talazo-dodatni, oxydazo-dodatni i fosfatazo-
dodatni (tah. 1).

Haemophilus equigenitalis jest wrazliwy na
wysokie temperatury oraz $rodki dezynfek-

Tab. 1. Wlasciwosci biochemiczne
Haemophilus equigenitalis
Reakcje biochemiczne Wynik

Wytwarzanie

— katalazy dodatni

— oxydazy cytochromowej dodatni

— indolu ujemny

— beta-galaktozydazy ujemny

~— deoxyrybonukleazy ujemny

— fosfatazy dodatni

— siarkowodoru ujemny
Rozkiadanie

— kazeiny ujemny

— mocznika ujemny

— lecytyny ujemny

— alkoholi ujemny
Fermentacja cukréw
Dekarboksylacja

— lizyny ujemny

— ornityny ujemny
Wytwarzanie

— dwuhydrolazy argininy ujemny

— desimidazy argininy ujemny
Redukeja azotanoéw ujemny
Uptynnianie

— zelatyny ujemny

— surowicy (Loefflera) ujemny
Wykorzystywanie eytrynianéw ujemny
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cyjne. Sahu i wsp. (21), ktorzy badali jego
przezywalnos¢ w réznych podlozach transpor-
towych w  réznym  zakresie temperatur,
stwierdzili wzrost drobnoustroju w posiewach
na podlozu z wymazéw pr;:etrzgnny“-‘anych
m.in. w temperaturze 0°C i —70°C.

Na podstawie badan laboratoryjnych oraz
doniesien terenowych o skutecznym leczeniu
zzmk (10, 11, 13, 17, 28, 29) mozna stwierdzié,
Ze omawiany drobnoutréj jest wrazliwy na
wiele Srodkéw przeciwbakteryjnych. Ze $rod-
kéw odkazajgcych zaleca sie stosowaé roz-
twér chlorheksydyny lub nitrofurazon. -

Badajge wlasciwosei antygenowe m.in. Tay-
lor i wsp. (28) przeprowadzili préby reakcji
krzyzowych miedzy aglutynogenami Haemo-
philus equigenitalis i innymi drobnoustroja-
mi z rodzaju Haemophilus, Brucella, Pasteu-
rella, Yersinia, Morazxella, Neisseria, Actine-
bacillus, W aglutynacji probéwkowej wszyst-
kie reakeje krzyzowe byly bardzo slabe, wy-
razng aglutynacje ohserwowano jedynie ze
szczepem Haemophilus influenzge (rozeien-
czenie 1:40 — wynik watpliwy, rozciencze-
nie 1:20 — wynik dodatni). W aglutynaciji
szkielkowej wyrazniejsze reakcje krzyzowe
zauwazono tylko w rozcienczeniu 1:2 antysu-
rowicy z Haemophilus influenzaemurium,
Neisseria elongata i Pasteurellg prneumotro-
pica.

Od chwili stwierdzenia po raz pierwszy
zzmk wprowadzono szereg badan serologicz-
nych jako préb pomocniczych w rozpoznawa-
niu tej choroby (1, 5, 6, 8, 9, 20). Odczyny
aglutynacji i antyglobulinowy w diagnostyce
zzmk wprowadzili Benson i wsp. (1). Odczyn
antyglobulinowy wyjasnia wiele watpliwych

Tab. 2. Wrazliwos§é Haemophilus equigenitalis
na wybrane $rodki przeciwbakteryjne

Nazwa $rodka Stopienn wrazliwosei

przeciwbakteryjnego szZCzepu

Penicylina wrazliwy
Ampicylina wrazliwy
Cefalorydyna wrazliwy
Karbenicylina wrazliwy
Tetracyklina wrazliwy
Erytromycyna wrazliwy
Klindamycyna oporny

Linkomycyna oporny

Gentamycyna wrazliwy
Kanamycyna wrazliwy
Neomycyna wrazliwy
Streptomycyna oporny *)
Amykacyna wrazliwy
Tobramycyna wrazliwy
Chloramfenikol wrazliwy
Kwas nalidiksynowy wrazliwy
Nitrofurantoina wrazliwy
Polimyksyna B wrazliwy
Sulfametaksazol oporny

Trimetroprim oporny

Metronidazol oporny

Objasnienie: *) wylzolowano odmiane Haemophilus equige-
nitalis streptomycyno—wrailiwa 27.
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wynikow aglutynacji, ale oba te festy dajag
szanse wykrycia dodatnich mian w surowicy
tylko w ostrej postaci choroby i to priez krot-
ki okres. Odczyn wigzania dopelniacza jest
bardziej czuly niz omawiane wyzej testy i
pozwala wykryé przeciwciala u zainfekowa-
nych klaczy przez Haemophilus equigenitalis
szezegblnie w przypadkach chronicznych oraz
1 zdrowych nasicieli, u ktorych moga wysta-
pié trudnosei z uzyskaniem i wyhodowaniem
czystej kultury zarazka. Stwierdzony przez
Croxton-Smitha i wsp. (5) pewien procent
antydopelniaczowe] aktywnosci  umniejsza
wartoéé odezynu w diagnostyce zzmk. Fernie
i wep. (8) wprowadzili do rutynowej diagno-
styki odczyn hemaglutynacji biernej, ktory
okazal sie najbardziej czuly i szybszy. Pozwa-
la on wykryé przeciwciala w okresie, gdy
zainfekowane klacze znajdujg sie we Wwczes-
nym lub poézniejszym stadium choroby.
Najpewniejszag metoda diagnostyczng jest
jednak wyizolowanie Haemophilus equigeni-
talis z drog rodnych klaczy lub zewngtrznych
narzadéw piciowych ogiera, ewentualnie z
plynu przedejakulacyjnego (10, 17, 19, 25, 28).
Wymazy pobiera sie wacikiem, ktory nalezy
przenies¢ do podioza fransportowego Stuarta
lub Amiesa. Nastepnie przesiewa si¢ je na
dwie piytki agaru czekoladowego (z dodat-
kiem streptomycyny oraz bez antybiotyku),
podioze agarowe z krwig i podioze Mac Con-
keya. Obie plytki z agarem czekoladowym in-
kubuje sie w temperaturze 37°C w aparacie
do hodowli beztlenowcow lub szklanym eksy-
katorze z zawartoscig 10% dwutlenku wegla
w atmosferze powietrza lub wodoru. Posiewy
na podlozu agar z krwia i Mac Conkey'a na-
lezy przetrzymywa¢ w warunkach tlenowych
w celu wykluczenia zakazen inng florg bakte-
ryjna. Z pobranych wymazoéw naleiy sporzg-
dzi¢ ponadto preparaty barwione metodg Gra-
ma. Wyizolowane na agarze czekoladowym
drobnoustroje nalezy zidentyfikowaé, po-
{wierdzajac omawiane w artykule cechy mor-
fologiczne, biochemiczne oraz przeprowadza-
jac ewentualnie aglutynacje badanego szczep
z surowica anty-Haemophilus equigenitalis.
Haemophilus equigenitalis jest zarazkiem o
duzej zakaznoéci, patogennym jedynie dla
koni. Timoney i wsp. zakazili skutecznie sa-
mice osla (33). Proby zakazenia zwierzat do-
mowych (§win, owiec, kotéw) poprzez wpro-
wadzenie kultury zarazka do drég rodnych
zakonczyly sie niepowodzeniem (30). Udalo sig
natomiast zakazié samice bialej myszki (34).
Przebieg choroby opisalo wielu autoréw (2,
4,11, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 24, 27, 29, 31, 35).
Haemophilus equigenitalis wywoluje jedynie
u klaczy zapalenie szyjki macicznej i pochwy,
przewaznie z obfitym $luzowo-ropnym wyply-

wem z pochwy. W przypadkach o Iagodniej-
szym przebiegu obserwuje sig¢ jedynie nie-
znaczng ilo§¢ wydzieliny ropnej na wargach
sromowych lub w pochwie. U zakazonych
ogieréw nie obserwuje sie zadnych objawow
chorobowych. U klaczy zdrowej, pokrytej za-
kazonym ogierem, objawy zzmk moga wysta-
pié¢ juz po 48 godzinach, czasami jednak pier-
wsze objawy choroby zauwaza sie po pewnym
okresie czasu, np. po przebytej rui. U cho-
rych klaczy nie obserwuje sig ogolnych obja-
woéw chorobowych. Choroba szerzy sie droga
kontaktu plciowego, jednak z uwagi na wy-
soka zarazliwos¢ drobnoustroju nalezy wyeli-
minowaé mozliwosé ewentualnego przeniesie-
nia zarazka droga posrednig, np. przez reka-
wice, rozwieracz pochwy, wziernik itp.
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