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Summary

Prevalence of Pasteurella multocida toxinogenic strains in
pigs in the South-East of Poland

Prevalence of Pasteurella multocida toxinogenic strains
in pigs in the South-East of Poland was investigated. Nasal
swabs from 355 pigs aged 7 weeks to 4 months were taken
and examinations were done using ELISA. Toxinogenic
strains of P. multocida were identified in nasal swabs of
91 (25%) of pigs. The highest percentage of positive re-
sults (64 %) was noted on a farm where pigs suffered from
typical symptoms of infectious atrophic rhinitis.

Pasteurella muitocida jest drobnoustrojem czesto izolowa-
nym z drég oddechowych od ludzi i réznych gatunkéw zwierzat
(5). W oparciu o strukture antygenowa (obecno$¢ antygenu
otoczkowego) w obrgbie podgatunku P. multocida ssp. mul-
tocida wyodrebniono 4 typy: A, B, D, E, przy czym szczepy
izolowane od $win nalezg gtéwnie do typu A i D (20). Istotne
znaczenie z punktu widzenia epizootiologii maja zakazenia
$win toksynogennymi szczepami P. multocida typu D, uzna-
wanymi aktualnie za gtéwny czynnik przyczynowy progre-
sywnego, zakaZznego, zanikowego zapalenia nosa (zzzn) (9).
Choroba ta powoduje znaczne straty ekonomiczne zwigzane
gtéwnie z obnizeniem tempa wzrostu miodych zwierzat oraz
gorszym wykorzystaniem paszy. Do tego dochodzg koszty zwia-
zane z koniecznoscig wprowadzania dtugofalowych programéw
prewencyjnych. Z danych amerykanskich wynika, ze w skali
roku koszty globalne zwigzane z wystgpowaniem zzzn si¢gaja
w tym kraju rzgdu 300 mln dolaréw (2). Ograniczenie tych strat
jest mozliwe, jesli choroba zostanie w miarg wcze$nie rozpoznana
w stadzie, za$ sztuki zakazone zostana wyeliminowane z ho-
dowli. Istotne znaczenie dla wlasciwego rozpoznania choroby
ma potwierdzenie wystepowania na blonie Sluzowej nosa u
Swiri toksynogennych szczepéw P. multocida. Jest to mozliwe
in vivo poprzez wykazanie wiasciwosci letalnych lub lieno-
toksycznych ekstraktéw bakteryjnych w tescie na myszkach
lub zdolnosci produkowania dermonekrotoksyny w tescie na
$winkach morskich (17). Alternatywnie mozna zastosowac te-
chniki in vitro, takie jak testy cytotoksycznosci w hodowli
komérkowej (21) lub metody immunoenzymatyczne (10).

Celem pracy byla ocena czgstosci wystgpowania toksyno-
tworczych szczepdéw P. multocida u $win w fermach trzody
chlewnej na terenie poludniowo-wschodniej Polski.

N

Materiat 1 metody

Materiat do badan stanowity wymazy z btony §luzowej nosa
pobrane od 355 §win w wieku od 7 tyg. do 4 mies. pochodza-
cych z 4 ferm (K, P, U, N) o obsadzie od 400 do 1200 $win.
W wywiadzie ustalono, ze w dwéch sposréd wymienionych
ferm (K, U) w poprzednich sezonach produkcyjnych wystgpo-
waly pojedyncze przypadki klinicznej formy zanikowego za-

palenia nosa w postaci pojawiajacych si¢ okresowo krwawien
z otworéw nosowych i deformacji kosci trzewioczaszki, prowa-
dzacych do chartactwa. Swinie te byty sukcesywnie eliminowane
z hodowli. Ponadto w fermie U przez 2 lata prowadzono szcze-
pienia profilaktyczne stada podstawowego §win przy uzyciu
szczepionki biwalentnej Suirhinovac. W fermie P bedacej go-
spodarstwem o skrajnie ztych warunkach zoohigienicznych
okoto 10% pogtowia $wifi w réznym wieku wykazywalo typo-
we objawy kliniczne zzzn, przy czym nie stosowano tutaj
zadnego zwalczania choroby. Natomiast w fermie N posiada-
jacej bardzo dobre warunki sanitarno-zywieniowe nie stwier-
dzono dotychczas przypadkéw klinicznej formy choroby. W
zadnej z wymienionych ferm nie stosowano chemioprofilakty-
ki ani tez nie podawano antybiotykéw w formie premiksow
paszowych.

Wymazy pobierano przy pomocy Jalowych wacikéw wpro-
Wadzanych glteboko do Jamy Nosowej, PO CZym Umieszczano
je w bulionie odzywczym i transportowano do laboratorium w
fazni lodowej. W ciagu 3 godzin od chwili dostarczenia do
pracowni prébki posiewano na podloze agarowe z krwia bara-
nig z dodatkiem siarczanu neomycyny (2 plg/ml) i bacytracyny
(3,5 pg/ml) i inkubowano przez 18-24 godz. w temp. 37°C.
Wyroste kolonie bakteryjne stanowity material wyjsciowy do
identyfikacji toksynotwérczych szczepéw P. multocida. Wszy-
stkie oznaczenia wykonywano przy uzyciu komercyjnego ze-
stawu ELISA (Dako Elisa PMT kit) firmy Dakopatts A/S.
Wstepnie przygotowano ekstrakty bakteryjne poprzez preinku-
bacje zawiesiny wyrostych kultur w buforze fosforanowym
(PBS) z dodatkiem tweenu 20 przez 18 godz. w 37°C. Tak
przygotowane ekstrakty nanoszono do studzienek mikroptytki
oplaszczonych mysimi przeciwciatami monoklonalnymi skie-
rowanymi przeciwko dermonekrotoksynie P. multocida. Po
60-minutowej inkubacji w temp. pokojowej (22°C) plytki prze-
ptukiwano 4-krotnie buforem fosforanowym, a nastgpnie doda-
wano rozcieficzong frakcje y-globulinowa antysurowicy kréliczej
przeciwko toksynie, sprzgzong z peroksydaza. Po kolejnej 60-
minutowej inkubacji w temp. pokojowej 1 ptukaniu, do studzie-
nek nanoszono roztwdér substratu — O-fenylenodwuaminy i
inkubowano okoto 10 min. w temp. pok., po czym wynik
reakcji oceniano wizualnie. Dodatkowo blokowano reakcje
enzymatyczna 1,0 M roztworem kwasu siarkowego i dokony-
wano pomiaru absorbancji w czytniku do mikroptytek typu
Multiscan przy dtugosci fali A = 492 nm. Sktad chemiczny
buforéw, warunki wykonywania oraz interpretacji wynikéw
reakcji immunoenzymatycznej dostosowano $cisle do wskazan
producenta testu ELISA.

Wyniki i om6éwienie

Uzyskane wyniki ilustruje tab. 1. Jak wynika z zawartych
w niej danych toksynogenne szczepy P. multocida zidentyfi-
kowano w 91 wymazach z btony §luzowej nosa na 355 badanych,
co stanowi Srednio 25%. Najwyzszy odsetek wynikéw dodatnich
stwierdzono w fermie P (63%), w ktdrej zzzn ze zmiennym
nasileniem utrzymywato si¢ od wielu lat i aktualnie typowe
objawy stwierdzono u okoto 10% poglowia. W fermie N, w
ktérej dotychczas nie notowano przypadkéw klinicznej formy
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Tab. 1. Wyniki badafd wymazéw z blony §luzowej nosa $wini testem
ELISA na obecno$¢ toksynotwérczych szczepow Pasteurella multocida

__ferma Liczba prébek badanych Liczba prébek dodatnich (%)
K I 126 48 (38,09)
o P 38 - | 24 (63,15)
U 76 19 (25,00)
N 115 0
Ogoétem 355 91  (25,63)

choroby, nie stwierdzono réwniez wystgpowania toksyno-
twérczych szczepéw P. multocida w badanych wymazach.

Zakazne zanikowe zapalenie nosa §wifi wystepuje aktualnie
we wszystkich krajach $wiata prowadzacych intensywna hodow-
le trzody chlewnej (18). Scheidt i wsp. (22) oraz Backstrom i
wsp. (3) podaja w oparciu o wyniki badari poubojowych, ze
w USA choroba pojawia si¢ we wszystkich wigkszych stadach
$win, przy czym okoto 70% badanych zwierzat wykazywato
zmiany zanikowe matzowin nosowych. Z danych pi§miennic-
twa 1 obserwacji whasnych wynika, ze w Polsce zzzn stanowi
takze istotny problem w fermach trzody chlewnej, przy czym
nasilenie wystgpowania klinicznej postaci choroby jest zréz-
nicowane 1 pozostaje w zwiazku z prowadzonymi programami
prewencyjnymi (19, 24).

W swietle aktualnych pogladéw na etiologi¢ tej choroby,
jej infekcyjne podloze nie budzi watpliwosci, jakkolwick nie
wyklucza si¢ mozliwosci udziatu czynnikéw dodatkowych,
takich jak stres czy warunki srodowiskowe (9, 11, 18). Zwr6-
cenie uwagi na toksynotworcze szczepy P. multocida typu D
oraz powiazanie faktu kolonizacji btony §luzowej gérnych drég
oddechowych u §wifl przez te drobnoustroje z rozwojem pro-
gresywnej formy zzzn (6, 14) pozwolito ostatecznie sprecyzowac
etiologi¢ choroby. Blona §luzowa jamy nosowej $wirl stanowi
dogodne miejsce do namnazania sie¢ wielu drobnoustrojéw cho-
robotwérczych, w tym P. multocida o zaprogramowanej gene-
tycznie zdolnosci do produkcji dermonekrotoksyny oraz
szczepéw atoksynogennych. Zréznicowanie szczepdw toksyno-
twérczych i nietoksynotwérczych P. multocida ma kluczowe
znaczenie dla prawidtowego rozpoznania oraz zwalczania zzzn
(4, 15). Detekcja egzotoksyny P. multocida wymaga jednak
zastosowania specjalnych metod badawczych i nie jest mo-
zliwa w oparciu o rutynowe badanie bakteriologiczne wyma-
z6w z blony Sluzowej nosa. Wykorzystywane w tym celu
metody in vivo wymagaja pracy na zwierzgtach dos§wiadczal-
nych, sa kosztowne i czasochtonne (8, 15). Réwniez wykry-
wanie efektu cytopatycznego w hodowli komdérkowej Vero
lub w komoérkach ptuc zarodkéw bydlgcych pod wptywem
badanych ekstraktéw bakteryjnych wiaze sie z koniecznoscia
posiadania specjalistycznej pracowni, sprzetu i odczynnikéw.
Ponadto obie te metody nie nadajg si¢ do wykorzystania w
badaniach masowych. Dopiero uzyskanie przeciwcial mono-
klonalnych przeciwko dermonekrotoksynie P. multocida oraz
opracowanie testu ELISA (10) stworzyto mozliwosci szybkiej
1 prostej analizy wielu prébek jednoczesnie, co jest szczegdlnie
przydatne w badaniach skryningowych. Prowadzone w wiclu
osrodkach badania diagnostyczne wykazaly bardzo wysoka
czutos$¢ 1 specyficznos¢ tej metody w wykrywaniu toksyno-
twérczych szezepdw P. multocida (1, 4, 8, 10, 15, 23). Warto
réwniez podkreslic, ze w metodzie tej nie jest wymagane sto-

sowanie czystych kultur bakteryjnych, natomiast detekcje
dermonekrotoksyny mozna wykonywaé w oparciu o wyjscio-
we mieszane hodowle bakteryjne izolowane w posiewach z
biony Sluzowej nosa. Istotna zaleta metody ELISA jest takze
mozliwos¢ wykrywania subklinicznych form zzzn. Fakt wy-
stepowania takich postaci choroby w fermach $wi stanowi
powazny problem epizootyczny, gdyz uniemozliwia to wczes-
ne wykrycie osobnikéw zakazonych oraz ich eliminacje z ho-
dowli (7).

W badaniach wlasnych przeprowadzonych w kilku wytypo-
wanych fermach trzody chlewnej na terenie potudniowo-wschod-
niej Polski stwierdzono wystgpowanie toksynotwérczych
szczepdw P. multocida srednio w 25% badanych préb, co
$wiadczy o czegstym wystgpowaniu tych zarazkéw w populacji
$wif. Stanowi to potwierdzenie danych piSmiennictwa o sze-
rokim rozprzestrzenieniu toksynogennych szczepéw P. mul-
tocida w stadach §wifi oraz wystgpowaniu tych bakterii tak
u zwierzat z typowymi objawami klinicznymi, jak i u sztuk
pozorie zdrowych (12, 13, 16). Najwyzsze odsetki wynikéw
dodatnich, siggajace powyzej 60% badanych préb, stwierdzano
jednak tylko w tych fermach, w ktérych obserwowano chara-
kterystyczne dla progresywnej formy zzzn deformacje kosci trze-
wioczaszki (16). Zaleznosé te¢ potwierdzono takze w badaniach
wlasnych. Zwalczanie tej choroby jest trudne. Stosowana
immunoprofilaktyka i chemioprofilaktyka pozwala jednak na
znaczne zredukowanie wystgpowania i nasilenia choroby,
zwlaszcza w stadach zakazonych (19).

W podsumowaniu niniejszych badan nalezy stwierdzié, ze
toksynotworcze szczepy Pasteurella multocida wystgpowaly
w ocenianych stadach §win z duza czestotliwoscia, zwtaszcza
w fermach, w ktdérych nie stosowano zwalczania ani swoistej
profilaktyki zzzn. Fakt ten uzasadnia celowo$¢ przeprowadzenia
badafi skryningowych na terenie catego kraju, co umozliwitoby
doktadne okreslenie sytuacji epizootycznej w zakresie wyste-
powania potencjalnych ognisk szerzenia si¢ choroby.
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Summary

Studies on the influence of levamisole in carps after the
chronic intoxication with nitro-compounds

The influence of poisoning with nitro-compounds on the
immunological system of carp has been assessed under na-
tural conditions using water diversion of the Nitrogen
Plant at Putawy. The examinations were carried out on
80 carps weighing 250-300 g each which were maintained
for six weeks in the water diversion and in which an in-
creased level of nitro-compounds was found. Twenty fis-
hes transportied from a healthy environment served as
control animals. After the period of poisoning the fish we-
re placed in aquaria with water free from contaminants
and remained under the influence of levamisole (5 mg per
11 of water) in order to stimulate immune mechanisms
after nitro-compounds immunosuppression. The reaction
of the immunological system was assessed on the following
basis: the number of leukocytes and neutrocytes in 1 pl
of blood, metabolic activity of granulocytes, the level of
lysozyme in the serum and in the mucus of the carp. It
was found that a chronic poisoning of carp caused irre-
versible changes in their immune system; the fish could
not respond to the immunostimulating action of levami-
sole. The findings give the reasons to believe that fish kept
for a longer time in water with an elevated concentration
of nitro-compounds may be more susceptible to various
disease-causing factors.

Powaznym problemem ekologicznym w dzisiejszych cza-
sach sa zanieczyszczenia wéd zwigzkami chemicznymi, ktd-
rych Zrédtem sa najczesciej wycieki z oczyszczalni Sciekow
oraz zakladéw przemystowych. Oddziaty wanie substancji che-
micznych zanieczyszczajacych srodowisko na organizm ryb jest
najczesciej wielokierunkowe (3). Uszkadzaja one bezpodrednio
lub posrednio struktur¢ i funkcje wielu narzadéw i uktadéw.
Badaniem zmian immunologicznych zachodzacych pod wply-
wem zwiazkéw chemicznych zanieczyszczajacych srodowisko
wodne zajmuje si¢ immunotoksykologia ryb.

Nieliczne badania przeprowadzone na karpiach dotycza
wplywu preparatéw fosforoorganicznych (6, 8), lindanu (7),
zwiazkéw azotynowych (13) na ich mechanizmy obronne.
Wiekszoéé badan nad wpltywem azotanéw i azotynéw na or-
ganizm ludzi i zwierzat zwraca uwage na wystapienie pod

wplywem tych zwiazkéw oksydacji hemoglobiny do met-
hemoglobiny (2, 4, 9, 10, 11, 21). Uniemozliwia to transport
tlenu do tkanek i przyczynia si¢ do wystapienia anemii hemo-
litycznej. Brak jednak danych dotyczacych reakcji uktadu
immunologicznego na przewlekte dziatanie zwiazkéw azoto-
wych na organizm karpia.

Niektére prace zalecajg stosowanie preparatéw chemicz-
nych, ktére wykazuja dziatanie stymulujace odporno$¢ nie-
swoista ryb 1 przeciwdzialaja immunosupresji wywolanej
intoksykacja zwiazkami chemicznymi. Takim preparatem oka-
zat si¢ lewamizol stosowany przy intoksykacji zwiazkami
fosforoorganicznymi u karpi (18) oraz nitrogranulogen poda-
wany rybom przed krétkotrwatym (24-godzinnym) oddziaty-
waniem azotynéw na ich organizm (13). Dotychczasowe
badania nad wplywem zwiazkéw chemicznych na uktad immu-
nologiczny ryb byly wykonywane w warunkach eksperymen-
talnych, natomiast badania wtasne wykonano w warunkach
naturalnych, wykorzystujac jako $rodowisko zycia ryb kanat
zrzutowy Zaktadéw Azotowych w Putawach, ktéry wpada do
rzeki Wisty 1 jest miejscem wystepowania wielu gatunkéw
ryb.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu dlugotrwatego oddzia-
tywania (6-ty godniowego) Srodowiska wodnego o zwigkszonym
stezeniu zwiazkéw azotowych na uktad immunologiczny ryb
oraz na reakcje tego uktadu po podaniu rybom immunosty-
mulatora — lewamizolu.

Materiat 1 metody

Badania wykonano u karpi K1, o masie 250-300 g, przy wie-
zionych ze srodowiska nie zanieczyszczonego (gospodarstwo
rybackie w Zagrodzie), ktére umieszczono w sadzach w kanale
zrzutowym Zaktadéw Azotowych w Putawach.

W oparciu o analiz¢ chemiczna wody obejmujaca: azot amo-
nowy, azot azotanowy, azot azotynowy, azot ogolny, odczyn
wody, wybrano dwa stanowiska (1 1 2) rézniace si¢ poziomem
zanieczyszczen zwiazkami azotowymi, odlegle od siebie o
okoto 1 km, W kazdym sadzu, kazdego stanowiska, umiesz-
czono po 40 sztuk karpi. Ryby przetrzymywano w kanale
zrzutowym przez okres 6 tygodni. Po tym okresie karpie prze-
niesiono do akwariéw 100 1, z woda nie zawierajaca zanieczysz-
czef chemicznych. Kazda z grup podzielono na dwie podgrupy,
uzyskujac w ten sposob nastgpujace grupy do§wiadczalne: gru-
pe i Il — obejmujaca ryby pochodzace ze stanowiska 1, grupg



