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Density and characteristics of inflammatory infiltration in gastric mucosa in swine
with Helicobacter infections

Summary

The aim of the study was to estimate the occurrence, density, and characteristics of inflammatory infiltrations
in swine with Helicobacter sp., and particularly Candidatus Helicobacter suis (CHS) infections. Gastric samples
from 29 pigs were obtained from slaughterhouses. Helicobacer genus-specific and CHS-specific primers sets
were used to determine the Helicobacter status in all animals, and density and characteristics of inflammatory
infiltration were estimated during microscope examinations. Helicobacter infections were observed in all the
examined cases, and gastritis was noted in most cases. Mononuclear cells (lymphocytes and plasma cells) mostly
dominated in the inflammatory infiltrations, and neutrophils were observed more seldom. It was noted that pigs
which had Helicobacter infections in this part of the gastric mucosa, also had more intensive inflammatory
infiltrations than animals without infection. No differences in the density of inflammatory infiltrations in the

body and pyloric antrum of the stomach were noted.
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Wiadomo, ze Helicobacter pylori u ludzi bywa przy-
czyna wielu proceséw chorobowych, w tym przewlekte-
go aktywnego zapalenia zotadka typu B. Ponadto, w nie-
wielkim odsetku przypadkow za zapalenie zotadka odpo-
wiada inna bakteria nalezaca do rodzaju Helicobacter,
mianowicie Helicobacter heilmanni. Problem zakazen
zotadka zwierzat drobnoustrojami z rodzaju Helicobac-
ter jest bardziej skomplikowany i1 wynika, jak sie wyda-
je, z czgstego wystepowania zakazen mieszanych (kilka
gatunkéw bakterii u jednego osobnika), a ponadto z od-
miennej budowy btony Sluzowej zotadka w poréwnaniu
do cztowieka.

Zotadek $win zasiedla kilka gatunkoéw bakterii nale-
zacych do rodzaju Helicobacter (3, 9, 10). W 1990 r.
w probkach btony §luzowej zotadka $wini opisano bakte-
ri¢ o morfologii niezwykle zblizonej do wystepujacej
u ludzi Helicobacter heilmannii i nazwano ja Gastrospi-
rillum suis. Analiza filogenetyczna przeprowadzona na
podstawie sekwencji genu 16S rRNA pozwolita na zali-
czenie tej bakterii do rodzaju Helicobacter 1 na zapropo-
nowanie, w miejsce Gastrospirillum suis, nowej nazwy
dla gatunku, ktora obecnie brzmi Candidatus Helicobac-
ter suis. Ponadto poréwnanie sekwencji genu 16S rRNA
pomigdzy stwierdzonymi w zotadku cztowieka Helico-
bacter heilmannii typ 1 a Candidatus Helicobacter suis
wykazalo homologi¢ siggajaca 99,5%, co wskazuje, ze
jest to ten sam gatunek (9). Nie jest to jednak jedyna bak-

teria rodzaju Helicobacter, ktéra moze zasiedla¢ blong
sluzowa zotadka u $win. W ostatnio prowadzonych bada-
niach (4), w ktérych oceniano wystegpowanie bakterii
zrodzaju Helicobacter w zmienionej zapalnie btonie $lu-
zowej zotadka $win ubijanych w rzezni stwierdzono, ze
najczesciej wystepujacym gatunkiem, bo az w okoto 80%
badanych probek, jest Helicobacter heilmannii typ 1 (Can-
didatus Helicobacter suis). Inne gatunki, ktoérych obec-
nos¢ stwierdzono w zotadku $win to Helicobacter heil-
mannii typ 2 oraz w pojedynczych przypadkach Helico-
bacter bilis 1 Helicobacter pullorum. Ostatnio opisano tez
mozliwo$¢ zakazenia innym, jeszcze nie do konca scha-
rakteryzowanym drobnoustrojem, ktory pod wieloma
wzgledami jest zblizony do wystepujacego u ludzi Heli-
cobacter pylori i1 okreslony wstepnie jako Helicobacter
pylori-like.

U ludzi z zakazeniem zotadka przez Helicobacter py-
lori wiaze si¢ takze wystgpowanie owrzodzen w czgsci
trzonowej i odzwiernikowej zotadka oraz owrzodzen dwu-
nastnicy. U §win problem wystgpowania wrzodéw zotad-
ka jest dos¢ dobrze znany, lecz zmiany dotycza w tym
przypadku czgsci przetykowej. Istnieja dowody wskazu-
jace, ze jedna z przyczyn tego stanu jest zakazenie zwie-
rzat drobnoustrojami nalezacymi do rodzaju Helicobac-
ter. Nie ma natomiast jednoznacznych danych odnosnie
do zwiazku pomigdzy zakazeniem tymi bakteriami a obec-
noscia, sktadem i nasileniem nacieku komorkowego
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w btonie §luzowej w przypadku zapalenia. Park i wsp. (8)
stwierdzili zwigzek pomigdzy zakazeniem a obecnoscia
zapalenia jedynie w czg$ci odzwiernikowej zotadka.

Celem badan byta ocena wystgpowania i charaktery-
styka zapalnego nacieku komadrkowego, towarzyszacego
zakazeniom zotadka bakteriami z rodzaju Helicobacter,
a ponadto poréwnanie sktadu i intensywnos$ci zapalnego
nacieku komérkowego w roznych obszarach btony $lu-
zowej zotadka $win, w zaleznosci od obecnosci drobno-
ustrojow, a w szczegolnosci gatunku okreslanego mianem
Candidatus Helicobacter suis (CHS).

Materiat i metody

Materiat do badan stanowity wycinki btony sluzowej wpu-
stu, trzonu i cze$ci odzwiernikowej zotadka pochodzace od 29
tucznikoéw poddanych ubojowi. Wycinki utrwalano w 10% zbu-
forowanej formalinie, nastg¢pnie zatapiano w parafinie i krojo-
no na skrawki grubo$ci 4 pm. Skrawki parafinowe barwiono
hematoksyling i eozyna, metoda Bracheta, barwnikiem Giem-
sy 1 immunohistochemicznie w kierunku wykrywania ekspre-
sji antygenu Ki67. Jednoczesnie z kazdego obszaru zotadka
zabezpieczono materiat do badan PCR. U kazdego ze zwierzat
wykonano badanie PCR w kierunku sekwencji genéw charak-
terystycznych dla rodzaju Helicobacter i gatunku okreslonego
mianem Candidatus Helicobacter suis (2). Biorac pod uwage
wyniki badania PCR oraz badanie mikroskopowe wycinkow
btony $luzowej z poszczegdlnych obszarow zoladka, wszyst-
kie analizowane przypadki podzielono na grupy: (a — grupa
kontrolna) — brak Helicobacter sp. oraz Candidatus Helico-
bacter suis; (b) — obecny Helicobacter sp., brak Candidatus
Helicobacter suis; (c) — obecny Helicobacter sp. i obecny Can-
didatus Helicobacter suis.

Oceng nasilenia cech stanu zapalnego zotadka przeprowa-
dzono na podstawie obecnosci i liczebnosci poszczegdlnych
komorek nacieku zapalnego w blaszce wlasciwej btony sluzo-
wej (granulocyty obojetnochtonne i kwasochtonne, limfocyty,
komorki plazmatyczne), liczby limfocytow srodnablonkowych
oraz zachowania grudek chtonnych.

Obecnos¢ aktywnych centréw rozmnazania w grudkach
chtonnych byla wykrywana poprzez barwienie immunohisto-
chemiczne, z zastosowaniem przeciwciala przeciwko antyge-
nowi K167 ktorego ekspresja ma miejsce w Jqdrach dziela-
cych si¢ komorek. Liczbe grudek chtonnych oceniano jako:
1. stopien (nieliczne) — pojedyncze grudki chtonne widoczne
nie we wszystkich polach widzenia mikroskopu $§wietlnego przy
powigkszeniu 200 X; 2. stopien ($rednio liczne) — pojedyncze
grudki chtonne widoczne we wszystkich polach widzenia mi-
kroskopu swietlnego przy powigkszeniu 200 x; 3. stopien (licz-
ne) kilka grudek chtonnych widocznych we wszystkich polach
widzenia mikroskopu $wietlnego przy powigkszeniu 200 x;
4. stopien (bardzo liczne) — grudki chlonne zajmuja cate pole
widzenia mikroskopu $wietlnego przy powigkszeniu 200 X.

Limfocyty §rodnablonkowe obserwowane byly w obrebie
oraz tuz ponizej nabtonka powierzchownego zotadka, a ich licz-
be oceniano jako: 1 (nieliczne) — kilka do 10 komoérek widocz-
nych we wszystkich polach widzenia mikroskopu $wietlnego
przy powigkszeniu 400 x; 2 (Srednio liczne) — kilkanascie
do 50 komorek widocznych we wszystkich polach widzenia
mikroskopu $wietlnego przy powigkszeniu 400 x; 3 (liczne)
— powyzej 50 komorek widocznych we wszystkich polach
widzenia mikroskopu $wietlnego przy powigkszeniu 400 X;
4 (bardzo liczne) — cate pole widzenia usiane komoérkami.

Nasilenie zapalnego nacieku komorkowego w blaszce wtas-
ciwej btony §luzowej zotadka oceniano jako: 1 (nieliczne) —
kilka do 10 komorek widocznych we wszystkich polach wi-
dzenia mikroskopu $wietlnego przy powigkszeniu 400 x;
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2 ($rednio liczne) — kilkanascie do 50 komorek widocznych
we wszystkich polach widzenia mikroskopu $wietlnego przy
powigkszeniu 400 X; 3 (liczne) — powyzej 50 komorek widocz-
nych we wszystkich polach widzenia mikroskopu §wietlnego
przy powigkszeniu 400 X; 4 (bardzo liczne) — cale pole widze-
nia usiane komorkami.

Po zsumowaniu punktow z poszczegdlnych kategorii oce-
niano nasilenie zapalenia zotadka poprzez zastosowanie skali
liczbowej (punktowej od 0 do 12), dodatkowo positkujac sig¢
kryteriami histopatologicznymi stosowanymi przez Park i wsp.
(8). Nastgpnie porownano nasilenie zapalenia zotadka w po-
szczegdlnych obszarach zotadka pomigdzy poszczegdlnymi
grupami zwierzat.

Analizg statystyczna, z uwzglednieniem $redniej, odchyle-
nia standardowego $redniej dokonano z uzyciem programu
Statistica 6.0 Windows. Wyniki przedstawiono jako $rednia
+ odchylenie standardowe $rednie;j. Istotno$¢ statystyczna roz-
nic pomigdzy poszczegdlnymi grupami byta okreslana za po-
moca testu Manna-Withneya, za istotne statystycznie uznano
warto$ci p < 0,05.

Wyniki i omowienie

Obecno$¢ bakterii nalezacych do rodzaju Helicobac-
ter stwierdzono w blonie Sluzowej zotadka u wszystkich
badanych $win. W 13 przypadkach (44,8%) zotadek byt
kolonizowany przez Candidatus Helicobacter suis (CHS),
aw 16 (55,2%) przypadkach przez inne gatunki z tego
rodzaju bakterii. Kolonizacja bakteryjna dotyczyta wszyst-
kich obszaréw zotadka, cho¢ nie w jednakowym stopniu
u wszystkich zwierzat. Candidatus Helicobacter suis
stwierdzany byt przede wszystkim w czgsci odzwierni-
kowej zotadka (92,3% przypadkow), najrzadziej w czgs-
ci wpustowej (30,8% przypadkow). Z kolei inne niz CHS
bakterie helikalne obserwowano w réwnym stopniu we
wszystkich obszarach zotadka (od 75-87% przypadkow).
Brak zakazenia jakimkolwiek gatunkiem Helicobacter ob-
Serwowano naj czqsmej w trzonie zotadka (21% przypad-
kow), rzad21ej w czgsci odzwiernikowej (14% przypad-
kow) 1 wpuscie (10% przypadkow).

Roézne gatunki bakterii z rodzaju Helicobacter, u 16z-
nych gatunkow zwierzat wykazuja tropizm do odmien-
nych obszaréw zotadka: jedne, jak np. Helicobacter py-
lori u ludzi lokalizuja si¢ glowme w czesci odzwierni-
kowej, a Helicobacter felis u psow zasiedla obszar catej
btony $luzowej zotadka, przy czym wigksza ggstos¢ ko-
lonizacji obserwuje si¢ w trzonie i czg$ci dennej zotadka
(5, 15, 16). Tropizm roéznych gatunkow Helicobacter
u $wifi do pewnych obszarow blony sluzowej zotadka,
ktére maja nieco odmienng budowe i funkcjg, moze skut-
kowa¢ innymi konsekwencjami, nie tylko zmiang obrazu
histopatologicznego, ale tez innym przebiegiem klinicz-
nym niz stwierdzany u ludzi. Przy zakazeniu zlokalizo-
wanym gtéwnie w czgsci odzwiernikowej ma miejsce nad-
mierna produkcja gastryny, co powoduje nadkwasotq
i umozliwia powstawanie wrzodow w tej czgsci zotadka,
a takze w dwunastnicy. Jezeli kolonizacja ma mlejsce
w czgscl trzonowej zotadka, to proces zapalny z nig zwia-
zany moze prowokowac rozwoj zanikowego zapalenia,
ktore przebiega z niedokwasota. Zbyt wysokie pH w §wiet-
le zotadka prowadzi do kolonizowania btony $§luzowej na-
rzadu przez rozne drobnoustroje, ktore moga prowad21c

do powstawania wrzodow w czgsci dennej i trzonie zo-
ladka.
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Ryc. 1. Liczne grudki chlonne z aktywnymi centrami rozmna-
zania w blonie §luzowej czesci wpustowej Zoladka (brazowe),
barwienie immunohistochemiczne przeciwcialem przeciwko
antygenowi Ki67, powigkszenie 30 x

Obecnos¢ grudek chtonnych z cechami pobudzenia
osrodkdéw rozmnazania, ktora jest jedna z cech zapalenia
Sluzéwki zotadka, obserwowano w czgsci wpustowe]
zotadka prawie we wszystkich badanych przypadkach.
Najczesciej grudki chlonne byly dos¢ liczne (2 punkty
w stosowanej skali; 46,5% przypadkow), rzadziej liczne
(3 punkty w stosowane;j skali; 32,1%) i nieliczne (1 punkt
w stosowanej skali; 21,4% przypadkow) Grudki zazwy-
czaj byty duze, Zajmowzdy cala grubos¢ blony Sluzowe;,
czesto zlewaly sig ze soba. Obecnos¢ aktywnych centrow
rozmnazania obserwowana byla w preparatach barwio-
nych immunohistochemicznie w kierunku wykrywania
ekspresji antygenu Ki67 (ryc. 1). Zdecydowanie rzad21eJ
stwierdzano obecnos$¢ grudek chtonnych w czgsci trzo-
nowej (20,7% przypadkow) i odzwiernikowej zotadka
(17,2% przypadkoéw) 1 zazwyczaj ich liczebno$¢ ocenia-
na | punktem w stosowanej skali (nieliczne grudki chton-
ne). Komorki nacieku zapalnego stwierdzono we wszyst-
kich przypadkach we wpuscie zotadka i w prawie wszyst-
kich przypadkach w trzonie i czgéci odzwiernikowej
(ryc. 2). W trzonie i czgs$ci odzwiernikowej zotadka
w wigkszos$ci przypadkow byty nieliczne (1 punkt w sto-
sowanej skali), a we wpuscie $rednio liczne (2 punkty
w stosowanej skali). W wigkszos$ci przypadkow, we
wszystkich obszarach zotadka stwierdzono obecnos$¢ lim-
focytow srodnabtonkowych, komorek, ktore lokalizuja si¢
badz pomigdzy komoérkami nabtonka powierzchownego
zotadka, badz ponizej, tuz pod ich blong podstawna. Gra-
nulocyty obojetnochtonne nie stanowily istotnej sktado-
wej naciekdw komodrkowych zapalnych w btonie $luzo-
wej zotadka u badanych $win, jedynie w 4 przypadkach
w doteczkach czgéci wpustowej zotadka obserwowano
skupiska tych komorek (tzw. ropnie krypt).

Cechy zapalenia zotadka oceniane za pomoca sumy
poszczeg()lnych parametréw byly najsilniej wyrazone
w czeSci wpustowej zotadka, w mniej szym stopniu w czg$-
ci odzwiernikowej, a najmniej w czgsci trzonowej. Nasi-
lenie zapalnego nacieku komérkowego w poszczegdlnych
obszarach zotadka w poszczegodlnych grupach zwierzat
przedstaw1a ryc. 3. W badaniach wlasnych stwierdzono,
ze nasilenie zapalenia w bfonie Sluzowej czgsci wpusto-
wej zotadka bylo wyzsze w grupie zwierzat, u ktérych

Ryec. 2. Zapalny naciek komorkowy w blonie $luzowej czeSci
odzwiernikowej Zoladka, barwienie hematoksylina i eozyna,
powigkszenie 200 x

stwierdzono obecnos$¢ bakterii z rodzaju Helicobacter
(zwierzgta z grup b i ¢). Nie stwierdzono takich zalezno$-
ci w przypadku trzonu i czg$ci odzwiernikowej zotadka.

Zwiazek przyczynowo-skutkowy pomiedzy zakaze-
niem zotadka $win drobnoustrojami z rodzaju Helicobac-
ter a stanami patologicznymi btony §luzowej narzadu nie
jest do konca wyjasniony. Wiadomo, Ze to zakazenie bak-
teryjne przyczynia si¢ do rozwoju owrzodzen w czesci
bezgruczotowej (przetykowej) zotadka, co wykazano
w kilku badaniach (1, 4, 6, 11-13). W dalszym ciagu nie
jest jasny zwiazek pomigdzy zakazeniem $win a stanami
zapalnymi zotadka oraz innymi procesami, takimi jak no-
wotwory (gruczolakoraki, chloniaki uktadu MALT), co
znane jest powszechnie w medycynie cztowieka. Zapale-
nie zoladka z réznych przyczyn jest stanem dos$¢ po-
wszechnie wystqpujqcym u $win. Niewiele jest badan
analizujacych powiazania pomiedzy zakazeniem Helico-
bacter a zapaleniem zotadka. W ostatnim z badan ekspe-
rymentalnych przeprowadzonych na gnotobiotycznych
prosictach wykazano, ze niektore gatunki rodzaju Heli-
cobacter prowokuja pojawienie si¢ reakcji zapalnej
w btlonie §luzowej zotadka swin (4).

B wpust
H trzon
W odzwiernik

55 4,75

5,77*

nasilenie zapalenia (score)

grupa a

grupa b

grupac

Ryec. 3. Nasilenie zapalenia blony §luzowej Zoladka w poszcze-
gblnych jego obszarach w badanych grupach §win
Objasnienia: * — rdznica istotna statystycznie (p < 0,05) w sto-
sunku do grupy a
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W badaniach wlasnych u Zzadnej ze §win zakazonych
Candidatus Helicobacter suis (Helicobacter heilmannii
typ 1) ani innym gatunkiem Helicobacter nie stwierdzo-
no owrzodzen w czgsci przetykowej zotadka. U wigk-
szosci zwierzat obserwowano natomiast mikroskopowe
cechy zapalenia zotadka o roznym nasileniu. Por6wnanie
wynikow z poszczegolnych grup zwierzat wykazato istotna
statystycznle I‘OZHICQ pomlqdzy nasileniem zapalenia Zo-
tadka w czesci wpustowej. U $win, u ktorych w czesci
wpustowej stwierdzono zakazenie bakteriami z rodzaju
Helicobacter (bez wzgledu, czy byt to Candidatus H. suis,
czy nie) nasilenie cech zapalenia bylo wigksze niz u osob-
nikow bez kolonizacji bakteryjnej w tym obszarze. Nie
stwierdzono natomiast istotnych statystycznie rdéznic po-
migdzy nasileniem cech zapalema w poszczegblnych gru-
pach zwierzat w trzonie i czg$ci 0dzw1ern1koweJ zotadka.
Zapaleniotworczy wptyw drobnoustrojow z rodzaju He-
licobacter wykazano w badaniach Park i wsp. (8), przy
czym istotne statystycznie rdéznice odnosnie do nasilenia
zapalenia zotadka obserwowano jedynie w cz¢$ci odzwier-
nikowej zotadka. R6znice obserwowane pomig¢dzy wyni-
kami badan wlasnych a uzyskanymi przez Park i wsp.
moga by¢ wynikiem obecnosci zakazenia zotadka inny-
mi gatunkami Helicobacter. W cytowanej pracy nie okres-
lono przynalezno$ci gatunkowej drobnoustrojow, a jak
wiadomo, poszczegdlne gatunki Helicobacter, zarbwno
u zwierzat, jak i ludzi r6znia si¢ patogennos$cia oraz tro-
pizmem do innych czesci zotadka gospodarza. Wykaza-
no bowiem wigksza patogenno$¢ niedawno odkrytych
i nie do konca scharakteryzowanych gatunkoéw Helico-
bacter (Helicobacter-like) w poréwnaniu do Helicobac-
ter heilmannii (4). Eksperymentalne zakazenie dwoma
szczepami tych bakterii zdecydowanie cz¢$ciej prowadzito
do pojawienia si¢ owrzodzen btony §luzowej w poréwna-
niu do zakazenia H. heilmanni, przy ktorym takich zmian
nie obserwowano. Podobne nieprawidtowosci obserwo-
wano tez u zwierzat zakazonych Helicobacter pylori (4).
Takze u ludzi oraz psoéw i kotow Helicobacter pylori pro-
wadzi do wytworzenia si¢ zdecydowanie silniej wyrazo-
nych zmian histopatologicznych w Zotadku niz przykta-
dowo Helicobacter heilmannii, Helicobacter felis czy
Helicobacter bizzozeroni (14, 16).

W badaniach wlasnych, w 45% przypadkoéw badaniem
PCR potwierdzono obecnos¢ bakterii okreslanych mia-
nem Candidatus Helicobacter suis, drobnoustrojow o udo-
wodnionym patogennym wplywie na organizm zwierzat.
Zakazenie myszy bakteriami tego gatunku izolowanymi
od $win doprowadzito u tych zwierzat do rozwoju zapa-
lenia zotadka oraz zmian dysplastycznych gruczotéw zo-
tadkowych (7). Nalezy ponadto zaznaczy¢, ze w bada-
niach wilasnych zakazenie CHS zdecydowanie czqsmej
stwierdzano w czgsci odzwiernikowej zolqdka niz w in-
nych jego obszarach, a w szczegdlnosci w czgs$ci wpusto-
wej.

Zapalenie zotadka u ludzi zakazonych Helicobacter py-
lori ma charakter przewleklego aktywnego zapalenia;
oznacza to, ze w zapalnym nacieku komérkowym oprocz
typowych dla zapalenia przewlektego komoérek jedno-
jadrowych stwierdza si¢ takze obecno$¢ granulocytow
obojetnochtonnych. Komorki te odpowiadaja w duzym
stopniu za uszkodzenie btony §luzowej i obecnosé¢ obja-
wow klinicznych zapalenia Zzotadka. Obecnos¢ granulo-

1105

cytow obojetnochtonnych i ich gromadzenie w swietle
gruczolow zotadkowych w badaniach wlasnych stwier-
dzono w 4 przypadkach. Komorki te obserwowano jedy-
nie w czgsci wpustowej zotadka i w kazdym przypadku
u zwierzat zakazonych Helicobacter sp. innymi niz CHS.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze zaka-
zenie zotadka §win réznymi gatunkami bakterii z rodzaju
Helicobacter moze by¢ rozpowszechnione w naszym kra-
ju. Ponadto istnieja pewne przestanki, ktore sugeruja zwia-
zek obecno$ci Helicobacter sp. z nasileniem zapalnego
nacieku komoérkowego, przynajmniej w cze¢sci wpusto-
wej zotadka. Wydaje si¢ wige, ze niezbedne sa dalsze
badania obejmujace wigksza grupe¢ zwierzat, pochodza-
cych z roznych obszarow Polski. Badania te pozwola na
uzyskanie bardziej precyzyjnych wymkow odnosnie do
rozpowszechnienia zakazenia u $win krajowych, a takze
umozliwia petiejsze poznanie zwiazku pomiedzy zaka-
zeniem $§win bakteriami z rodzaju Helicobacter a stanami
patologicznymi dotyczacymi zotadka u tego gatunku zwie-
rzat.
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