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W okresie ostatnich kilku lat coraz czê�ciej w Za-
k³adzie Chorób �wiñ PIWet-PIB (ZCHS) od pad³ych
zwierz¹t izolowany jest w czystej kulturze warunko-
wo chorobotwórczy drobnoustrój, nale¿¹cy wg syste-
matyki Bergeya (9) do rodzaju Arcanobacterium, ga-
tunku Arcanobacterium pyogenes (A. pyogenes). By-
tuje on zasadniczo na skórze oraz b³onach �luzowych
�wiñ, niemniej jednak w sprzyjaj¹cych warunkach
powoduje schorzenia p³uc i stawów oraz powstawa-
nie ropni podskórnych i/lub w narz¹dach wewnêtrz-
nych (7, 10, 15). Mechanizm przej�cia ze stanu ko-
mensalizmu w stan zjadliwo�ci nie jest dok³adnie po-
znany, przyjmuje siê, ¿e ujawnieniu siê w³a�ciwo�ci
patogennych omawianego drobnoustroju sprzyjaj¹ ura-
zy mechaniczne (2, 14). W patogenezie zaka¿eñ
A. pyogenes bior¹ udzia³ toksyny i czynniki adhezyj-
ne, a w szczególno�ci hemolityczna egzotoksyna � pyo-
lizyna oraz neuraminidaza, u³atwiaj¹ce jego adhezjê
do komórek nab³onkowych �luzówki przewodu pokar-
mowego i uk³adu oddechowego (3-6, 8). Z obserwacji

epidemiologicznych prowadzonych w ZCHS wynika,
¿e czynnikiem predysponuj¹cym do ujawnienia siê
zaka¿eñ na tle A. pyogenes mo¿e byæ immunosupresja
bêd¹ca konsekwencj¹ zaka¿enia stada wirusem zespo³u
rozrodczo-oddechowego (PRRS), bowiem materia³,
z którego izoluje siê omawiane drobnoustroje, pochodzi
g³ównie z chlewni zainfekowanych tym patogenem.

Objawy kliniczne towarzysz¹ce infekcji A. pyoge-
nes s¹ zró¿nicowane, w zale¿no�ci od zaatakowanego
narz¹du (15). W przypadku posocznicy lub zapalenia
wsierdzia czy b³on surowiczych choroba czêsto koñ-
czy siê nag³ym padniêciem zwierz¹t. Konsekwencj¹
zapalenia stawów koñczyn s¹ kulawizny, natomiast
zapalenie rdzenia krêgowego i przestrzeni miêdzykrê-
gowych uwidacznia siê pora¿eniami zadu. W przypad-
ku infekcji uk³adu rozrodczego obserwuje siê uporczy-
wy ropny wyp³yw z dróg rodnych roni¹cych samic lub
ogniska ropne w gruczole mlekowym.

Arcanobacterium pyogenes jest Gram-dodatni¹, he-
molityczn¹, katalozoujemn¹ pa³eczk¹. Izolacja i iden-
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tyfikacja tego drobnoustroju nie jest ³atwa w zwi¹zku
z bardzo ma³ymi rozmiarami kolonii i czêstym jedno-
czesnym wzrostem innych gatunków bakterii.

Celem badañ by³a identyfikacja genetyczna oraz
ocena w³a�ciwo�ci fenotypowych, z uwzglêdnieniem
wra¿liwo�ci na powszechnie stosowane chemiotera-
peutyki, izolatów terenowych A. pyogenes wyosobnio-
nych z narz¹dów wewnêtrznych pad³ych �wiñ.

Materia³ i metody
Szczepy bakteryjne. Materia³ do badañ diagnostycznych

stanowi³y wycinki narz¹dów wewnêtrznych (ryc. 1) i zmie-
nione chorobowo stawy, pobrane w okresie od stycznia 2004
do czerwca 2005, od 490 pad³ych �wiñ, odchowywanych
w �rednio- i wielkotowarowych fermach trzody chlewnej,

zlokalizowanych na obsza-
rze ca³ego kraju. W przy-
padku 57 zwierz¹t z oma-
wianej stawki (11,6%)
A. pyogenes izolowano
w czystej kulturze z ró¿-
nych narz¹dów (48 próbek)
lub z p³ynu stawowego
(9 próbek) (tab. 1). Szcze-
py referencyjne pochodzi³y
z Duñskiego Instytutu We-
terynaryjnego w Kopenha-
dze. Szczepy Pasterella
multocida, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Strep-
toccocus suis oraz Escheri-
chia coli, z których wyeks-

trahowano materia³ genetyczny, wykorzystano do kontroli
swoisto�ci testu PCR.

Badania bakteriologiczne. Izolacji bakterii dokonywa-
no z narz¹dów wewnêtrznych oraz ropni wed³ug uznanych
i stosowanych powszechnie metod mikrobiologicznych, wy-
korzystuj¹c do tego celu pod³o¿e agarowe z dodatkiem 5%
krwi koñskiej. Inkubacjê prowadzono w atmosferze 8%
CO

2
, w temperaturze 37°C przez 24-48 godzin. Cechy ho-

dowlane i morfologiczne wyros³ych bakterii ustalano na
podstawie barwy, wielko�ci i kszta³tu kolonii na pod³o¿u
sta³ym i w preparatach barwionych metod¹ Grama oraz wy-
ników badañ biochemicznych (test Api Coryne) (BioMe-
reiux). Aktywno�æ proteolityczn¹ A. pyogenes weryfiko-
wano inokuluj¹c drobnoustroje do pod³o¿a z surowic¹ wg
Loefflera podczas 24 godzinnej inkubacji.

Identyfikacja genetyczna. W celu izolacji materia³u ge-
netycznego A. pyogenes badane szczepy namna¿ano przez
24 godz. w warunkach opisanych uprzednio. Z wyro�niêtej
hodowli pobierano kolonie bakteryjne celem ekstrakcji
matrycowego DNA, z wykorzystaniem elucji przez kolum-
ny ze z³o¿em krzemionkowym, wg procedury opracowa-
nej przez firmê A&A Biotechnology, Polska. Produkt eks-
trakcji zawieszono w 100 µl 10 mM roztworu TE.

Sekwencjê starterów ustalono na podstawie danych
z Banku Genów (NCBI) oraz pi�miennictwa (1).

Mieszanina reakcyjna, o objêto�ci 50 µl, mia³a nastêpu-
j¹cy sk³ad: 5 µl 10 × buforu PCR, 25 µl 25 mM MgCl

2
, 1 µl

10 mM mieszaniny trifosforanów nukleotydów dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, 10 pmoli na reakcjê starterów
A.pyog-F i A.pyog-R, 1 µl (1 U/µl) polimerazy Taq (Fer-
mentas), 5 µl matrycowego DNA i 34,5 µl wody. Sekwen-
cje u¿ytych starterów przedstawiono w tab. 2.

Reakcje PCR wykonano w termocyklerze produkcji Bio-
metra, przy u¿yciu programu o nastêpuj¹cych parametrach:
denaturacja wstêpna 94°C � 4 min., a nastêpnie 30 cykli
sk³adaj¹cych siê z: denaturacji w temp. 94°C przez 1 min.,
przy³¹czania starterów w temp. 58°C przez 1 min., procesu
elongacji w temp. 72°C przez 1 min. Koñcowy etap wy-
d³u¿ania przeprowadzono w temperaturze 72°C przez 10
minut. Wyniki reakcji analizowano za pomoc¹ rozdzia³u
elektroforetycznego uzyskanych produktów w 1,5% ¿elu
agarozowym w buforze 1 X TBE, barwionym bromkiem
etydyny i wizualizowanym w �wietle UV.

Badanie lekowra¿liwo�ci. Do analizy lekowra¿liwo�ci
in vitro wobec wymienionych poni¿ej grup antybiotyków,
u¿yto 57 szczepów A. pyogenes: tetracykliny: oksytetracy-
klina, doksycyklina (Oxoid) oraz tetracyklina (BioMerieux);
antybiotyki beta-laktamowe: amoksycylina, amoksycylina
z kwasem klawulonowym, ampicylina i penicylina (Oxo-
id); antybiotyki aminoglikozydowe: neomycyna i gentamy-
cyna (Oxoid); chinolony: enrofloksacyna i norfloksacyna
(Oxoid); linkosamidy-aminocyklitole: (Linco-spectin)
(Oxoid); antybiotyki makrolidowe: tylozyna (Symbios), tia-
mulina (Rosco) i tulatromycyna (Pfizer); sulfonamidy po-
tencjonowane trimetoprimem (SxT) (BioMerieux); cefa-
losporyny: ceftiofur i cobactan (Oxoid); pochodna chlor-
amfenikolu � Florfenicol (Beton Dickinson).

Wra¿liwo�æ izolatów A. pyogenes badano metod¹ dyfu-
zyjno-kr¹¿kow¹ na pod³o¿u Müeller-Hintona z dodatkiem

Ryc. 1. W¹troba pobrana od pad³ej �wini � strza³k¹ zazna-
czono obecno�æ ropni pod torebk¹ narz¹du

d¹zraN
wótaloziabzciL

4002 *5002

acu³P 22 1 11 1

ywatS 6 3

ecreS 4 2

abort¹W 3 3

anoizdel� 1 �

akreN 1 1

Tab. 1. Narz¹dy �wiñ pad³ych,
z których izolowano w czystej
kulturze Arcanobacterium pyo-
genes*

Obja�nienie: * do 30.06.2005

Tab. 2. Sekwencje starterów u¿ytych do amplifikacji mate-
ria³u genetycznego A. pyogenes

awzaN
aretrats

ajcnewkeS tkudorP
RCPijckaer

F-goyp.A '3TTGTTTTTCGGGGCCGAAG'5
zp583

R-goyp.A '3CGTAAAAACACTGCCATACAC'5
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5% krwi baraniej, po 48-godzinnej inkubacji bakterii, zgod-
nie z procedur¹ zalecan¹ przez National Committe for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). W zale¿no�ci od
strefy zahamowania wzrostu bakterii badane szczepy okre�-
lano jako oporne lub wra¿liwe na oceniany chemiotera-
peutyk.

Wyniki i omówienie
Charakterystyka wyizolowanych drobnoustrojów.

Po 24-godzinnej inkubacji bakterii w temperaturze
37°C w posiewach z wymienionych w tab. 1 narz¹-
dów stwierdzono jednorodny wzrost kolonii o wiel-
ko�ci g³ówki szpilki, otoczonych siln¹ hemoliz¹. Strefa
hemolizy by³a kilkukrotnie wiêksza ni¿ �rednica ko-
lonii.

W badaniu mikroskopowym stwierdzono obecno�æ
Gram-dodatnich pa³eczek, wykazuj¹cych niekiedy
polimorfizm (kszta³t maczugi lub ziarenkowca).

W badaniach biochemicznych wykazano, ¿e wymie-
nione bakterie fermentowa³y, z wytworzeniem kwasu,
nastêpuj¹ce substraty: glukozê, fruktozê, galaktozê,
laktozê, cellobrozê, trehalozê, maltozê, melarytozê,
mannozê, glikogen, ksylozê i skrobiê.

W próbie na pod³o¿u z surowic¹ wg
Loefflera badane izolaty ujawni³y ak-
tywno�æ proteolityczn¹.

Wra¿liwo�æ in vitro szczepów bak-
teryjnych na powszechnie stosowane
chemioterapeutyki przedstawiono na
ryc. 2.

Jak wskazuj¹ otrzymane wyniki
izolaty A. pyogenes by³y wra¿liwe na
dzia³anie wszystkich badanych anty-
biotyków. Najwy¿sz¹ � 100% wra¿-
liwo�æ wykazywa³y one na antybio-
tyki beta-laktamowe o szerokim za-
kresie dzia³ania (amoksycylinê,
amoksycylinê z kwasem klawulono-
wym, ampicylinê), z wyj¹tkiem peni-
cyliny, w odniesieniu do której stwier-
dzono obecno�æ 5% szczepów opor-
nych. Podobn¹ sytuacjê stwierdzono
w odniesieniu do tetracyklin. W tym
przypadku stuprocentow¹ wra¿liwo�æ
zarejestrowano wobec oksytetracykli-
ny i doksycykliny oraz 95% wra¿li-
wo�æ na tetracyklinê. Bardzo wysok¹
(100%) wra¿liwo�æ obserwowano
ponadto na enrofloksacynê, tylozynê
oraz florfenikol. Dziewiêædziesi¹t
piêæ procent badanych szczepów wy-
kazywa³o in vitro wra¿liwo�æ na dzia-
³anie cefalosporyn (ceftiofuru i cobac-
tanu) oraz Linco-Spectinu. Znaczn¹
(90% wra¿liwo�æ zarejestrowano
w odniesieniu do pozosta³ych ocenia-
nych makrolidów (tiamulina i tulatro-
mycyna), jak równie¿ na gentamycy-

nê i norfloksacynê. Najwy¿sz¹ oporno�ci¹ badane izo-
laty charakteryzowa³y siê w stosunku do neomycyny
(47% szczepów opornych) oraz sulfonamidów poten-
cjonowanych trimetoprimem (45% szczepów opor-
nych).

Testem PCR obecno�æ materia³u genetycznego
A. pyogenes stwierdzono w odniesieniu do 56 bada-
nych izolatów, co stanowi³o 98,2% (ryc. 3). Tylko 1 izo-
lat okaza³ siê negatywny w badaniu genetycznym z za-
stosowaniem u¿ytych starterów. Opracowany test do
genetycznej identyfikacji izolatów A. pyogenes oka-
za³ siê swoistym narzêdziem diagnostycznym, bowiem
nie wykrywa³ on obecno�ci bakteryjnego DNA w prób-
kach wyekstrahowanych ze szczepów porównawczych,
tj. Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneu-
moniae, Streptoccocus suis oraz Escherichia coli. Nie
odnotowano równie¿ niespecyficznych pr¹¿ków
�wiadcz¹cych o kontaminacji b¹d� niestabilno�ci star-
terów.

Do�wiadczenia w³asne wskazuj¹, ¿e identyfikacja
A. pyogenes nie jest ³atwa ani tania. Byæ mo¿e z tego
powodu laboratoria weterynaryjne identyfikuj¹ te bak-
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Ryc. 2. Wra¿liwo�æ szczepów Arcanobacterium pyogenes, izolowanych w czystej
kulturze z narz¹dów pad³ych �wiñ, na najczê�ciej stosowane antybiotyki
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Ryc. 3. Obraz elektroforetyczny produktów amplifikacji metod¹ PCR, uzyska-
nych ze starterami flankuj¹cymi gen 16S rRNA (210 pz) wybranych szczepów
terenowych A. pyogenes. Poszczególne �cie¿ki: M � 100 pz, standard masy mole-
kularnej; K(+) szczep referencyjny A. pyogenes; K(�) kontrola reakcji PCR (H

2
O);

1-17 badane izolaty terenowe A. pyogenes
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terie niezwykle rzadko. To z kolei minimalizuje rolê
tych bakterii w etiologii mieszanych zaka¿eñ �wiñ.
Dowodem powy¿szego jest brak jakichkolwiek danych
na ten temat w pi�miennictwie krajowym.

Zdecydowanie wiêcej danych odno�nie do udzia³u
A. pyogenes w etiologii zachorowañ znale�æ mo¿na
w pi�miennictwie dotycz¹cym chorób byd³a i owiec
(11-13). Na udzia³ A. pyogenes w etiologii zapaleñ wy-
mienia u krów zwracali uwagê m.in. Malinowski i wsp.
(12). Autorzy ci wykazali, ¿e wymienione drobnoustro-
je by³y przyczyn¹ zapaleñ wymienia w niektórych gos-
podarstwach a¿ w 6,4% przypadków. Malinowski (11)
zwróci³ równie¿ uwagê na znaczenie much w szerze-
niu siê zaka¿eñ A. pyogenes. Badania bakteriologicz-
ne much z okolic wymienia i strzyków pozwoli³y na
izolacjê tych bakterii w czystej kulturze.

Przedstawione dane wskazuj¹, ¿e A. pyogenes móg³
byæ bezpo�redni¹ przyczyn¹ padniêcia ponad 11% �wiñ
odchowywanych w chlewniach �rednio- i wielkotowa-
rowych, gdzie istniej¹ warunki sprzyjaj¹ce zaka¿eniu
zwierz¹t (czêste przypadki przerwania ci¹g³o�ci b³o-
ny �luzowej oraz skóry, nadmierne zagêszczenie zwie-
rz¹t, bez�cio³owy system chowu itp.).

Uzyskane wyniki wskazuj¹ na stosunkowo du¿¹
wra¿liwo�æ szczepów A. pyogenes na ró¿ne grupy an-
tybiotyków. Bior¹c to pod uwagê, mo¿na wyraziæ po-
gl¹d, ¿e problem miejscowych stanów chorobowych
wik³anych przez ten drobnoustrój jest stosunkowo ³at-
wy do opanowania, pod warunkiem, ¿e s¹ to zaka¿e-
nia �wie¿e.

Badania w³asne podwa¿aj¹ w stopniu istotnym po-
gl¹d, ¿e zaka¿enia A. pyogenes maj¹ przede wszyst-
kim charakter miejscowy. Fakt, ¿e a¿ u 11,6% zwie-
rz¹t bakterie te wyizolowano w czystej kulturze, w tym
w 48 na 57 badanych przypadków, drobnoustroje izo-
lowano z narz¹dów wewnêtrznych wskazuje, ¿e
w okre�lonych sytuacjach A. pyogenes staje siê przy-
czyn¹ infekcji ogólnych prowadz¹cych bezpo�rednio
do padniêcia �wiñ.

Przyczyny ujawniania siê w³a�ciwo�ci chorobotwór-
czych w odniesieniu do bakterii wzglêdnie patogen-
nych s¹ wielorakie i trudne do precyzyjnego ustalenia.
Bezwzglêdnie do g³ównych zaliczyæ nale¿y: koncen-
tracjê i intensyfikacjê produkcji, d¹¿enie do wyselek-
cjonowania linii �wiñ charakteryzuj¹cych siê szybkim
wzrostem i wysok¹ miêsno�ci¹, du¿y obrót zwierzêta-
mi (w tym obrót miêdzynarodowy) oraz rozprzestrze-
nianie siê patogenów charakteryzuj¹cych siê w³a�ci-
wo�ciami immunosupresyjnymi (PRRSV, Mhp itp.).
Zmiany w przedstawionych zakresach wydaj¹ siê przy-
czyn¹ zjawisk, które decyduj¹ o tym, ¿e coraz rzadziej
spotykamy siê z chorobami kiedy� powszechnymi (po-
mór klasyczny �wiñ, choroba pêcherzykowa, pryszczy-
ca, bruceloza, ró¿yca), a jednocze�nie coraz czê�ciej
przyczyn¹ zachorowañ i padniêæ �wiñ staj¹ siê drob-
noustroje warunkowo chorobotwórcze (Haemophilus
parasuis, Streptococcus suis, Campylobacter coli,
Clostridium perfringens czy cirkowirus �wiñ PCV-2),

których wykrycie, identyfikacja i zwalczanie nastrê-
cza wielu problemów. Otrzymane wyniki badañ do-
wodz¹, ¿e drobnoustrojem takim mo¿e byæ równie¿
A. pyogenes.
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