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Frzypadek beztlenowcowej enterotoksemii owiec

wywotany przez Cl. perfringens D

7 Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Enterotoksemia owiec na tle Cl. perfringens
D (EOD) nalezy do schorzen rozpowszechnio-
nych na calym swiecie (4, 8, 18, 19, 21, 22, 24),
O wystepowaniu EOD w Polsce pierwsi donie-
§li w 1955 r. Brill i wsp. (2), a nastepnie Ka-
szubkiewicz 1 wsp. (20) oraz Markiewicz i wsp.
(23). Jednak przedstawione w kraju opisy tego
schorzenia byly pod wzgledem mikrobiologicz-
nym niepelne i fragmentaryczne. Zastuguje
przy tym na podkreslenie, ze tylko w jednym
przypadku doprowadzono do wyosobnienia
szezepu Cl. perfringens D, ale bez podania
blizszej jego charakterystyki (2). Odno$ne prace
krajowe nie uwzglednialy poszukiwania w or-
ganizmie letalnej toksyny tzw. epsilon, ktorej
wykazanie stanowi wedtug Sterne i Thompsona
(29) oraz Sterne i Batty (28) najpewniejsza pod-
stawe rozpoznania EOD.

W zwiazku z powyzszym jako cel niniejszej
pracy przyjeto przeprowadzenie pelnej diagno-
styki mikrobiologicznej schorzenia owiec w
miejscowosci ,,S” przebiegajacego z objawami
beztlenowcowej enterotoksemii oraz opracowa-
nie podstawowych wia$ciwosci, glownie toksy-
nogennych, wyosobnionego szczepu Cl. perfin-
gens D.

Material i metody

1. Padle owce. Przeprowadzono badania sekcyj-
ne i bakteriologiczne 3 owiec nadeslanych z miejsco-
wosci ,,S”, uwzgledniajagc poszukiwanie gléwnie choro-
botwdrezych beztlenowedw oraz ich toksyn, a czescio-
wo takze tlenowcow. Z podanego wywiadu wynikalo,
ze powyzsze zwierzeta padly nagle z objawami tokse-
mii, zaburzen nerwowych i wzdecia.

2. Wykazanie toksyny epsilon Z zawar-
toéci jelit cienkich sporzgdzano 25% ekstrakty w plynie
fizjologicznym wirowane przy 3500 obr./min. w ciggu
45 minut. Do otrzymanych plynéw nadosadowych do-
dawano zgodnie ze Sternem i Batty (28) trypsyne do
koncentracji 0,05% i po inkubacji w 37°C przez
60 min. wprowadzano dootrzewnowo myszom w ilosci
0,5 ml oraz S$rédskérnie §winkom morskim w dawce
0,2 ml w postaci: a) natywne] nieogrzanej i b) natyw-
nej ogrzanej 15 min. w 100°C. W ten sam sposéb po-
szukiwano toksyny epsilon w plynie nadosadowym
z 72 godz. hodowli zarazka w podtozu Duncana i Strong
(10). Czas obserwacji zakazonych zwierzat wynosil 2—
3 dni. Jako dowo6d obecnoéci toksyny przyjmowano —
Smieré¢ myszy i powstanie charakterystycznej bialawo-
czerwonej nekrozy u $winek morskich po wprowadze-
niu ekstraktu nieogrzanego.

3. Identyfikacja toksyny epsilon. Iden-
tyfikacje przeprowadzano metoda seroneutralizacji z
uzyciem monowalentnych surowic antytoksycznych
przeciwko Cl. perfringens A, C, D, E produkecji Wel-
lcome Reagents Ltd. (Anglia). Myszom wprowadzano

dootrzewnowo 0,5 ml toksycznego wyciggu lub hodowli
wraz z 0,2 ml surowicy, a $winkom — $rédskérnie
0,2 ml wyciagu lub hodowli z 0,1 ml surowicy anty-
toksycznej. Czas wigzania w temperaturze 37°C wyno-
sit 45 minut. Obserwacje tych zwierzat prowadzono
przez 3 dni.

4, Izolacja zarazka. Przeprowadzono wysie-
wy tre$ci jelit i narzgdéw migzszowych na podtoze
Zeisslera inkubowane metodg pyrogallolowg wediug
Pestiego (27). Kolonie przypominajgce Cl. perfringens
wycinano wraz z agarem i wprowadzano na dno pro-
béwek z podlozem Duncana i Strong (10). Powyzsze
materialy badano réwniez rutynowo na obecno$é cho-
robotwoérezych tlenowceéw przez wysiewy na agar z
krwig i SS.

5, Identyfikacja i charakterystyka
zarazka. Obejmowala ona okreslenie morfologii
drobnoustroju i kolonii, zbadanie wlaSciwosci fermen-
tacyjnych i proteolitycznych, a ponadto zdolnosci re-
dukowania azotanéw oraz produkeji indolu zgodnie z
metodykg podang w pracy poprzedniej (9). Wybrany
szezep CBD-1 poddano ocenie co do aktywnosci toksy-
nogennej w zakresie wytwarzania toksyn alfa, epsilon,
kappa i mi. Toksyne alfa (lecytynaza C) badano proé-
ba lecytowitelinowa wedlu Heyningena (15). Wyniki
przedstawiano umownie w tzw. jednostkach zmetnie-
niowych. Za 1 jednostke uwazano najmniejszg daw-
ke toksyny powodujgca rozklad owolecytyny z pow-
staniem charakterystycznej warstwy ttuszezu. Czyn-
nik epsilon mianowano odczynem letalnym na bia-
tych myszach okreslajac ilos¢ DLM w 1 ml 72 godz.
hodowli w podlozu Duncana i Strong (10). Toksyne
kappa (prokolagenaza) wykrywano orientacyjnie w
probie biologicznej po wprowadzeniu domiesniowym
swince morskiej 0,5 ml 24 godzinnej hodowli zarazka
w podlozu Wrzoska z 0,5% glukozy. W przypadku
produkeji przez zarazek prokolagenazy miesnie u pad-
tej $winkl morskie] zatracaly sprezystosé i stawaly sie
kleiste. Antygen mi (hialuronidaza) oznaczano metody
ACRA (,Acid — Congo — Red — Alcohol”) wedtug
Oakleya 1 Warrack (25). Wyniki przedstawiano umow-
nie w jednostkach hialuronidazy w przeliczeniu na
aktywnoéé 1 ml supernatantu 24 godzinnej hodowli
w podlozu Wrzoska z 0,5% glukozy. Za jednostke ak-
tywnosci hialuronidazy przyjeto najmniejszg ilosé
toksyny powodujaca utrate lepkosei 1 dawki wskazu-
jacej mieszaniny konskiego plynu stawowego z czer-
wienig Kongo.

Wyniki

a) Badanie sekcyjne. U poddanych
badaniu sekcyjnemu 3 owiec stwierdzono rozle-
gle galaretowato-krwiste mnacieczenia tkanki
podskérnej przedpiersia, mostka i podbrzusza, a
mieénie tych obszaréw wykazywaly cechy zmian
wstecznych. W nasierdziu stwierdzono obecnos¢
licznych wybroczyn. Z narzadow miazszowych
watroba i serce byly zwyrodniale, podczas gdy
nerki przedstawialy obraz silnie zaznaczonej
proteolizy. Petle jelit cienkich zawieraly duza
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ilos¢ gazu, $luzu i ptynnej tresci. W przedzolad-
kach zwracala uwage obecnos¢ duzej ilosci za-
legajacej karmy. Wedlug opinii terenowej stuz-
by weterynaryjnej z podobnymi zmianami cho-
robowymi padly wczeéniej § inne owce.

b) Wykrywanie toksyny epilson
w wyciggach z jelit Przeprowadzone
badanie wykazalo, ze we wszystkich zbadanych
wyciagach natywnych — nieogrzanych wyste-
puja substancje toksyczne (tab. 1). Podkreéli¢
przy tym nalezy, ze trypsynowanie nie obnizalo
aktywnosci tych plynow. Wyciagi ogrzane (15
minut 100°C) okazaly sie w prébach biologicz-
nych nieszkodliwe. Czas przezycia myszy po
podaniu wyciaggéw wynosil zaledwie 3—4 go-
dziny. U $winek morskich w miejscu $rodskor-
nej iniekcji rozwijala sie martwica bialo-czer-
wona, typowa dla toksyny epsilon. Calkowity
neutralizacje toksycznosci plynow osiggnieto je-
dynie z surowicg anty Cl. perfringens D. Stad
tez uzyskany wynik wskazuje na obecnosé w
jelitach padiych owiec toksyny epsilon Cl. per-
fringens D.

Tah.

1. Wykazanie i

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

identyfikacja toksyny

charoze i maltoze, a nie fermentowaly man-
nitu i salicyny. Ponadto redukowaly one azota-
hy do azoiynéw, koagulowaly mleko z wytwo-
rzeniem gglkczastego skrzepu, rozpuszezaty 15%
zelatyne, a nie trawily $cietej surowicy oraz nie
produkcwaly indolu. Powyzsze wlasciwosei na-
lezy uznac za typowe dla laseczek z gatunku ClI.
perfringens.

Spoérod wyizolowanych 3 szczepow CL. per-
fringens blizej zbadano pod wzgledem aktyw-
noscl toksynogennej szezep CBD-1. Wyniki tych
badan przedscawia tab. 2. Wynika z niej, ze od-
nosny beztlenowiec produkowal jako gléwne
antygeny toksyczne — toksyne alfa (320 jedn.
zmetn./ml) i epsilon (640 DLM/ml), a jako an-
tvgeny uboczne czynnik mi (32 jedn. hial./ml)
oraz wykazywang tylko w préobece jakosciowe]
toksyne kappa (prokolagenaza). W oparciu o po-
wyzsze dane mozna twierdzié, ze szczep krajo-
wy CBD-1, poed wrzgledem skladu .wytwarza-
nych toksyn, nie rozni sie od opisanych, zagra-
nicznych szezepow owcezych Cl. perfringens D.

epsilon w wyciagach z jelit padlych owiec
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Ohjasnicnia: licznik = liezba myszy padiych; mianownik = liczba myszy zakazonych.

¢c) Badanie bakteriologiczne i
wlasciwoséci wyosobnionych szezepdéw CBD-1,
CBD-2 i CBD-3. Objelc ono sporzadzenie
preparatow odciskowych z watroby, nerek oraz
z tresci jelit cienkich padlych owiec. W prepa-
ratach tych stwierdzano bardzo liczne, kroétkie
1 grube niezarodnikujace laseczki gramdodatnie.
Posiewy na podlozach Zeisslera inkubowane
metodg pyrogallolows (27) doprowadzity do wy-
csobnienia od wszystkich 3 owiec beztlenow-
cow w postaci kolonii okraglych, wypuklych
i silnie hemolitycznych przypominajacych la-
seczki Cl. perfringens. Natomiast w warunkach
tlenowych nie uzyskano wzrostu patogennej
mikroflory.

Wyosobnione szczepy CBD-1,
CBD-3 fermentowaly laktoze,

CBD-2
glukoze,

oraz
sa-
Tab. 2. Niektére wladciwosei

toksynogenne szczepu

Cl. perfringens D wyosobnionego z przypadku entero-
toksemii owiec

ecrelen

oL M)t |

Objasnienie: + = wykazanie toksyny w prdobie biologicznej.
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Omowienie wynikow

Rozpoznanie enterotoksemii owiec na tle
Cl. perfringens D, przy uwzglednieniu definicji
tego schorzenia podanej przez Grinera (12), wy-
maga stwierdzenia w przewodzie pokarmowym
przede wszystkim toksyny epsilon oraz lase-
czek Cl. perfringens D. Przeprowadzone w ni-
niejsze] pracy badania wlasne, wykazujace w
jelicie padlych owiec obecnos$c¢ aktywnej toksy-
ny epsilon oraz w czyste] kulturze laseczek
Cl. perfringens D dowiodly, ze omawiany przy-
padek scherzenia nalezy uznaé¢ jako enterotok-
semi@. Za slusznodcia tej diagnozy przemawia
takze typowy przebieg kliniczny choroby, ma-
nifestujscy sie objawami silnej toksemii, pro-
stracji i zaburzen nerwowych. Rowniez zespél
stwierdzonych zmian sekcyjnych — w postaci
wybroczyn w nasierdziu, ostrego niezytu jelit
cienkich i naciekéw galaretowato-krwistych w
tkance podskérnej przedpiersia i podbrzusza —
byly typowe dla EOD. Zaobserwowane tzw.
,rozmiekanie nerek” uznano juz za zmiane po-
$miertng zgodnie z poglgdem Bullena i Scari-
sbricka (7) oraz Jensena (16). Zastuguje na pod-
kreslenie celowod¢ prowadzenia kompleksowej
diagnostyki EOD wobec czesto ograniczonej
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warto$ci pojedynczych kryteridw rozpoznaw-
czych tej choroby. Jak wiadomo nawet wyosob-
nienie z jelit laseczek Cl. perfringens D jeszcze
nie dowodzi ich roli przyczynowej z uwagi na
czesto stwierdzane nosicielstwo (11).

Ogélnie uwaza sie, ze obraz chorobowy w
EOD jest nastepstwem dzialania lefalnej 1 ne-
krotycznej toksyny epsilon. Wedlug Bullena
i Batty (5, 6), Bullena i Scarisbricka (7) oraz
Grinera i Carlsona (13) toksyna epsilon w daw-
ce granicznej (ok. 4000 DLM mysich/g {resci)
zwieksza przepuszezalno$é Scian jelit cienkich,
co prowadzi do uogolnienia sie toksemii. Wa-
runkuje ona takze wzmozenie sie perystaltyki,
powstanie niezytu jelit, a niekiedy réwniez
i biegunki (5). Ten ostatni objaw przeciwdziala
akumulowaniu sie toksyny w jelicie i z tego
wzgledu moze mie¢ pewne znaczenie ochronne.
W wyniku dzialania toksyny epsilon dochodzi
do uszkodzenia komorek nerwowych i obrzeku
mozgu, a w konsekwencji do wystapienia obja-
wow nerwowych (6). Ponadto zakloca ona meta-
bolizm glukozy, wywolujac hyperglikemie (11)
i glukozurie (1), stanowiace zaburzenia patogno-
moniczne przy EOD (28).

Identyfikacje wyosobnionych szczepow CBD-
1, CBD-2 i CBD-3 przeprowadzono w oparciu
0 badanie ich wtlasciwosci hodowlano-fermenta-
cyjnych oraz analize wytwarzanych toksyn le-
talnych z zastosowaniem seroneutralizacji. Po-
wyzsze beztlenowce posiadaly wlasciwosei ho-
dowlane i fermentacyjne typowe dla laseczek
Cl. perfringens. Zbadany blizej pod wzgledem
aktywnoscei toksycznej szezep CBD-1 wytwarzal
jako czynniki letalne toksyne alfa i epsilon i na
tej podstawie zostal sklasyfikowany jako CL.
perfringens D.

Na szczegblne podkreélenie zasluguje, ze w
podlozu Duncana i Strong (10) produkowal on
silng toksyne epsilon o mocy 640 DLM/ml. Uzy-
skanie tak silnej toksyny w podlozu sluzacym
do sporulacji Cl. perfringens przypuszczalnie
umozliwiala zawarta w nim skrobia. Wplyw
stymulujgey skrobi na toksynogeneze réznych
typoéw Cl. perfringens zostal dowiedziony przez
Hauschilda i Pivnicka (14). Od dawna zwrdcono
tez uwage na role tego wielocukru przy EOD
jako chorobie zwiazanej z podaza nadmiernej
ilosei skrobi w dawce zywieniowej.

7 innych antygendéw toksycznych produko-
wanych przez szczep CBD-1 wykazano czynnik
kappa (prokolagenaza) oraz mi (hialuronidaza).
Pod tym wzgledem nie réznil sie on od lase-
czek Cl. perfringens D, wyosobnionych w in-
nych krajach (3, 26, 30). Reasumujac calo§¢
przeprowadzonych badann nad wlasciwosciami
toksynogennymi szczepu CBD-1 nalezy stwier-
dzi¢, ze cechuje go dobra aktywno§¢ w zakresie
wylwarzania zarowno giéwnych toksyn letal-
nych, a mianowicie alfa i epsilon jak i odpowie-
dzialnych za inwazyjno$c¢ toksyn ubocznych tj.
kappa oraz mi.

Wnioski

1. Przeprowadzone badania potwierdzily, ze
w Polsce wystepuje enterotoksemia owiec wy-
wolana przez laseczki Cl. perfringens D.

2. Wyosobniony szczep Cl. perfringens D
(tzw. CBD-1) wykazywal zdolno§¢ produkowa-
nia silnych toksyn tj. przede wszystkim alfa
i epsilon, a takze kappa oraz mi.

3. Postuluje sie potrzebe opracowania swo-
istej szczepionki przeciwko enterotoksemii
owiec w oparciu o toksynogenne szczepy
Cl. perfringens D.
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Stowieza 2

Hpiran 3., Bapu U., Tenryna J[. — Cayvait 6e3anaspoi-
HOIT 9HTepoTOKceMuu oBen, pbhi3panabiii Cl. perfrin-
gens 1.

Onucan ciavuan 6e3anaspodHon s1ITepPoToRCeMIt v 3
MCCJIeIyCMEIX ITABIIMX OBell, PACIO3HAHHBIM HA OCHOBC
c6HAPYKEHUA B COTEPAIMMOM TOHKUX KUIIOK 9TUX ZKH-
DOTHBIX Kax JeTaJbHOT0 TOKCMHA 9SICUJOH, TaK M Bbl-
JeJIeHMSA B YMCTOM KyJbType 3 rmrammoB nanouexk CL
perfringens D (turammber CBD — 1, CBD — 2 u CBD —
3). CooTBeTCTBYIOMIME aHasSpobbl 0DNananmM TUIMUYHBIMU
KyJabTypHodepMeHTaMoHupIMu depramMu. Iltamm CBD
-— 1, MoABepIKeHHLIT 0oJyiee ONIM3KOM XapPaKTEePUCTUKC
OTHOCUTEJIHHO TOKCUWECKUX CBOMCIB, IPOM3BOAUI MIIO-
TMe M MOIIHBIE TOKCHMHBI, 4 MMEHHO —— 3MNCUJIOH C CUJIOL
640 DLM na MJI KyJAbLTypbl M anbda 320 MyTHOCTHBIX
CIAMHMI] HA MJI, @ CBepx TOro dakTop mi (rumarypomnm-
maza) B KOHIEHTpaumy 32 eia. THald./Mi u obHapy K-
BAeMbBIMi JMIIL B Ka4eCTBEHHOM OMOJIOrMHCCKON 1pobe
AHTUTEH Kanna (MIpoKoJiyiareHasa).

Cygan Z., Barcz I, Deptuta D. — Anaecrobic entcroio-
xaemia of sheep due to Clostridium perfringens D.

A case of enterotoxaemia in sheep (three animals)
was found out on the basis of the presence of toxin
epsilon in the small intestines and isolation in pure
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culture three strains of Clostridium perfringens D
(strain CBD-1; CBD-2; CBD-3). The anaerobic strains
characterized by typical physiological characteristics.

The strain CBD-1, examined in detail regarding its to-.

xic properties, produced various and strong toxins, i.e.

epsilon in the amount of 640 DLM/ml of the culture,
320 units of alpha toxin/ml and besides ,mi” factor
(hyaluronidase) at the concentration of 32 units/ml, and
antigen kappa (procolagenase) discovered by the use of
biological tests.

ZBIGNIEW BACZYNSKI, DANUTA SKULMOWSKA-KRYSZKOWSKA
Zaokazenie bydta wirusem biegunki
i choroby bton $luzowych

7 zakladu Wirusologii Instytutu Weterynarii w Putawach

Definicja — rys historyczny

Choroba wywolana tym wirusem opisana zo-
stala po raz pierwszy réwnoczeénie przez Olaf-
sona i wsp. w USA (8) oraz przez Childsa w Ka-
nadzie w 1946 r. (5). Ze wzgledu na charaktery-
styczna dla tej jednostki chorobowej biegunke
autorzy nadali jej nazwe wirusowej biegunki
(virus diarrhoea). W 1951 r. Ramsey i Chivers
(9) zaobserwowali inna jednostke chorobowa,
ktorej czynnikiem etiologicznym, jak sie okaza-
lo, byl ten sam wirus, ale ze wzgledu na od-
mienne objawy, w postaci wykwitéow na blonie
sluzowej jamy gebowej i przewodu pokarmowe-
go, nadali jej nazwe choroby blon $luzowych
(mucosal disease). Ostatecznie przyjeta zostala
powszechnie stosowana w nomenklaturze an-
gielskiej nazwa wirusa biegunki i choroby blon
sluzowych (bovine virus diarrhoea — Mucosal
Disease — BVD-MD).

Od tego czasu zaczeto obserwowac te jednost-
ke chorobowg coraz czesciej w roznych krajach
europejskich 1 pozaeuropejskich. W Polsce
pierwsze proby izolacji tego wirusa od bizona
w Zoo oraz od chorej krowy dokonal Baczynski
i Majewska w 1971 r. (6). Buczek w 1970 r. (4)
i Samol w 1973 r. (10) wskazali na mozliwosé
wystepowania tej choroby w Polsce. Zebrowski
i wsp. (13) wykonywali badania serologiczne w
kierunku zakazen wirusami pneumo- 1 entero-
tropowymi bydla, w tym rowniez i w kierunku
zakazenia wirusem biegunki i choroby blon §lu-
zowych. Baczynski i wsp. w latach 1974—1975
1, 2, 3, 7) wykonywali badania serologiczne,
o charakterze inwentaryzacyjnym, nad wyste-
powaniem zakazenia tym wirusem oraz nad
jego rozpoznawaniem w fermach przemysto-
wych bydla, za§ Skulmowska i wsp. (11) doko-
nala charakterystyki wlasciwosci biologicznych
réznych szczepow terenowych wirusa, izolowa-
nych w przebiegu naturalnych enzootii w Pol-
sce.

Wydaje sie, ze zaréwno wirus jak i wywola-
na przez niego choroba istnialy od wielu lat,
tylko nie byly one dostatecznie rozpoznawane,
na skutek braku odpowiednich metod i technik
diagnostycznych. Ponadto wydaje sie, iz aktual-
nie panujace, w warunkach ferm przemysto-
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wych, czynniki §rodowiskowe, przyczyniajg sie
do zaktywizowania tego wirusa oraz do ujaw-
nienia zakazenia w skali enzootycznej, ktére
przy uzyciu wspdlczesnej techniki wirusologicz-
nej stalo sie latwo wykrywalne. Obserwowany
lagodny przebieg zakazenia, czesto bezobjawo-
wy lub subkliniczny, wskazywaé zdaje sie na
to, iz choroba ta ma za sobg juz okreslong prze-
szlo§¢ ewolucyjna (12).

Wirus i jego wlaciwosci

Choroba wywolana jest przez wirus z grupy
Toga, nalezacy do RNA — wiruséw, zawieraja-
cych kwas rybonukleinowy. Wirus posiada
otoczke i jest wrazliwy na dziatanie eteru, chlo-
roformu, dezoksycholanu sodu i promieni UV.
Wielkos¢ czastki wirusowej, o konfiguracji ku-
bicznej, waha sie od 15 do 100 nm.

W temperaturze 4°C wirus utrzymuje swoje
wlasciwodci biologiczne przez okres 35 dni, za$
w temperaturze pokojowej do 24 godzin. Wirus
zachowuje zywotnoéé przez dtuzszy okres czasu
w niskich temperaturach zamrazarki lub suche-
go lodu; posiada on zdolnos$é namnazania sie na
hodowlach komérkowych, pochodzacych z réz-
nych narzadéw bydla, gldwnie za$§ na komor-
kach nerki lub jader cielgt.

Zakazenie zwierzat wirusem powoduje wy-
twarzanie sie swoistych przeciwcial neutralizu-
jacych oraz wigzacych dopelniacz. Wirus posia-
da jeden typ antygenowy, mogacy sie skladaé
z roznych wariantéw serologicznych, wykry-
walnych w prébach krzyzowej seroneutraliza-
cji. Zjawisko to posiada duze znaczenie prak-
tyczne dla procesu uodporniania zwierzat szcze-
pionka, dysponujacg szczepami, odpowiadajacy-
mi roznym wariantom serologicznym szczepow
terenowych. Wirus biegunki i choroby blon §lu-
zowych spokrewniony jest serologicznie z wi-
rusem klasycznego pomoru §win; przeciwciala
neutralizujace, powstale w wyniku zakazenia
lub immunizacji, wykazywaé¢ moga naprzemien-
ne dzialanie w stosunku do obydwu wiruséw.

Na naturalne zakazenie tym wirusem wrazli-
we jest bydlo domowe i dzikie oraz owce i ko-
zy. Serologiczne badania inwentaryzacyjne, wy-
konywane w wielu krajach, wykazaly obecnosé¢



