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Summary

Salmonella sp. occurrence on farms of fur-bearing carni-
vorous animals

The examinations were carried out on two farms con-
taining altogether 25 (000 foxes. Ninety different samples,
i.e. 14 feed samples, 16 collective excrement samples and
60 soil samples were examined bacteriologically. Lack of
microorganism growth was confirmed in only four soil
samples. From the remaining samples bacteria classified
to Proteus, Escherichia and Salmenella species were iso-
lated. Salmonella species were found in 29 samples (S. dub-
lin — 7 strains, S. enteritidis — 10 strains, S, typhimurium
— 12 strains), i.e. seven in feed samples, six in excrement
and sixteen in soil samples.

Salmonella strains presence in soil material, including
the samples from a protected region, points to the bacteria
dissemination from animal farms to the natural environ-
ment.

Infekcje oraz zatrucia powodowane przez pateczki Salmo-
nella sa szeroko rozpowszechnione i dotycza zaréwno czlo-
wieka, jak i wszystkich gatunkéw zwierzat gospodarskich oraz
wolno zyjacych. Dotad opisano ponad 200 odmian serologi-
cznych salmoneli (3, 13, 38), z czego w Polsce ponad 100
(10). Niektére sposréd serotypéw tych zarazkéw sa zaadap-
towane do jednego zywiciela, np. S. dublin do bydta, S. cho-
leraesuis do trzody chlewnej, S. gallinarum do ptakéw, a S.
typhi i S. paratyphi do cziowieka. Inne, gtéwnie zas S. ente-
ritidis czy S. typhimurium izolowane sa od réznych zwierzat
oraz cztowieka (18), one tez obecnie decyduja o sytuacji epide-
miologicznej salmoneloz w skali Swiatowej (5, 18, 29, 33).
O ciagle aktualnej roli tych zoonoz w aspekcie epizootiologi-
cznym i epidemiologicznym decyduje czeste wystgpowanie
paleczek Salmonella w érodowisku naturalnym (3, 6, 8, 25),
szeroko rozpowszechnione bezobjawowe nosicielstwo salmo-
neli u ludzi i zwierzat (1, 3, 5. 17, 18, 20), a takze mozliwosci
przenoszenia tych bakterii za posrednictwem réznych Zrédet
i drég zakazenia (1, 8, 19, 23, 24, 29, 30, 31, 33).

Obecnosé salmoneli w fermach zwierzat futerkowych stwarza
realne niebezpieczenistwo zanieczyszczenia tymi bakteriami $ro-
dowiska naturalnego. Fakt ten przez gospodarstwa prowadzace
wielkotowarowy chéw duzych zwierzat gospodarskich i drobiu
jest juz udowodniony (5, 8,29, 33), a zagadnienia te W aspekcie
ochrony zdrowia publicznego zostaly w naszym kraju ujete
stosownymi zarzadzeniami sanitarnymi (26, 34).

Polska jest duzym producentem zwierzat futerkowych w
skali europejskiej (2). Wbrew zgtoszonej przez stuzby eko-
logiczne ucigzliwosel tych obiektéw hodowlanych, zagadnie-
nia ochrony $rodowiska nie byly do tej pory przedmiotem
szczegblnego zainteresowania badaczy w warunkach krajo-

*) Praca wykonana w ramach tematu finansowanego przez KBN, nr
projektu 6 612391 02

wych (27, 30). Nie podejmowano tez zadnych badan zmie-
rzajacych do oceny skutecznosci tworzonych orientacyjnych
stref ochronnych.

Ze wzgledu na niedostatek wiedzy dotyczacej sozologicznych
skutkéw eksploatacji duzych ferm migsozernych zwierzat futer-
kowych postanowiono okresli¢ czgstos¢ wystepowania pateczek
Salmonella w tego rodzaju gospodarstwach hodowlanych.

Material i metody.

Badania przeprowadzono w dwu fermach liséw (A 1 B)
polozonych w pélnocno-wschodniej Polsce. Ferma A grupo-
wala 10 tys. liséw polarnych. niebieskich i srebrzystych, zas
ohsade w obiekcie B stanowito 15 tys. liséw tych samych
odmian. Zwierzeta byly utrzymywane indywidualnie, syste-
mem klatkowym. Ferma A polozona jest w strefie lesnej i w
odlegtosci 100 m od jeziora, za$ ferma B potozona jest wsrod
pdl uprawnych.

Zywienie liséw byto tradycyjne. Otrzymywatly one karme
ciastowata, skladajaca si¢ z komponentéw migsnych réznych
gatunkGw zwierzat, gléwnie migsa drobiowego wraz z odpad-
kami rzeznymi z dodatkiem pasz roslinnych oraz preparatow
mineralno-witaminowych. Stosowana w zywieniu pasza nie
byla poddawana obrébce termicznej, ani tez chemicznej.
Z1r6dio wody pitnej na fermach stanowita studnia glebinowa.

Panujace w fermach warunki zoohigieniczne mozna okre-
§li¢ jako zadowalajace. W ramach profilaktyki prowadzono
systematycznie akcje deratyzacyjne przy uzyciu preparatow
chemicznych oraz metod biologicznych. Scieki wychodzace z
ferm byty unieszkodliwiane w odstojnikach (piaskownikach).

Materiat do badar stanowity prébki karmy i kalu oraz gle-
by, kiére poddawano ocenie bakteriologicznej. Analizowany
material pobierano dwukrotnie, tj. na wiosne przy temperatu-
rze powierza +3°C i w pelni lata, przy temp. +25°C.

Przeznaczone do badari prébki karmy pobierano po doklad-
nym rozdrobnieniu i wymieszaniu skladnikéw pokarmowych,
bezposrednio przed karmieniem, przy czym material podda-
wany analizie tworzony byl z wielu prob jednostkowych. W
obydwu fermach pobrano prébki paszy 7-krotnie (4 X wiosng
oraz 3 x latem).

Probki katu liséw pobierano z korytarza nawozowego do
workéw. Do oceny bakteriologiczne] przeznaczono lacznie 16
préb zbiorczych katu, po 8 z kazdej fermy. a przy ich pobie-
raniu kierowano sie identycznymi zasadami, jak w przypadku
paszy.

W celu okre§lenia stopnia zanieczyszczenia gleby material
do badar pobierano zaréwno w centrum fermy (I), jak tez w
odleglosci 75 m (II) oraz 150 m (III) poza granicq fermy.
Podczas pozyskiwania materialu glebowego przestrzegano za-
sad gleboznawczych oraz uwzgledniano warunki fizjograficz-
ne potozenia ferm i kierunki sptywu wad. Eacznie z kazdego
badanego obiektu hodowlanego pobrano po 30 probek gleby.
Masa prébek glebowych wynosita ca 250 g.

Badania bakteriologiczne przeprowadzono wg obowiazuja-
cych norm i instrukeji (1, 3, 10, 11, 21). Wykorzystano naste-
pujace podioza i testy diagnostyczne: podioze SS, SF. Mac
Conkeya, Kliglera, Christensena, pozywkg z 10% laktoza, test
na dezaminacje fenyloalaniny, a takze mikroprobdwki Api 20
E firmy bio-Merieux.
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Tab. 1. Wyniki wstepnej analizy bakteriologicznej karmy, katu i gleby w fermie A 1 B

Liczba prébek Wyizolowane bakterie
Materia Ferma badanych dodatnich rodzaj liczba rodzaj liczba
wiosna lato wiosna lato wiosna lato
Proteus 1 . 2
A 4 3 4 3 E coli 1 Proteus + E. coli
Salmonella
K Salmonella 2 1
arma
Proteus 1 Proteus 1
B 4 3 4 3 E. coli 1
Salmonella 2 Salmonella 2
Proteus 1 Proteus + E. coli 3
Kat A g 4 4 4 Salmonella 3 Salmonella 1
Proteus 3 Proteus 2
B ki 4 & a3 E. coli 1 Salmonella 2
E. coli 2 Proteus + E. coli 3
1 i 3 3 5 3 Salmonella 3 Salmonella 2
Proteus 4 R
B 5 5 4 5 brak wzrostu bakterii 1 Proteus + E. coli 5
Proteus 1 ,
A 5 5 5 5 E coli 2 Proteus + E. coli 4
Salmonella 2 gainongls !
Gleba 11
Proteus 1 Proteus 1
B 5 5 5 5 E. coli 1 Proteus + E. coli 3
Proteus + E. coli 3 Salmonella 1
Proteus 1
A 5 5 4 5 Salmonella 3 e rP o ;
111 brak wzrostu bakterii 1 ofeus - oot
B 5 5 3 5 E. coli 3 Proteus + E. coli 3
brak wzrostu bakterii 2 Salmonella 2
A 23 22 22 22 - — — -
B 23 22 20 22 - — — -
Ogélem Proteus 13 Proteus 7
E. coli 11 E. coli 0
A+B = 44 42 4 Proteus + E. coli 3 Proteus + E. coli 25
Salmonella 15 Salmonella 12
Tab. 2. Wyniki badar karmy, katu i gleby w kierunku pateczek Salmonella w fermie A 1 B
Liczba prébek Wyizolowane bakterie
Material Ferma badanych dodatnich rodzaj liczba rodzaj liczba
wiosna lato wiosna lato wiosna lato
A 4 3 2 1 dudan k enteritidis 1
enteritidis 1
Karma bl I
ublin -
2
B 4 3 2 2 enteritidis | typhimurium
A 4 4 3 1 enfenitiais 2 pphimurium 1
Kat typhimurium 1 bp
B 4 4 0 2 — 0 enteritidis 2
dublin 2 N
I A 5 5 3 2 enteritidis 1 ryphimurium 2
B 5 5 0 0 - 0 - 0
dublin 1 5 ;
A 5 5 2 1 typhimurium | typhimurium 1
Gleba o ’ dubli 1
ublin R
B 5 5 2 1 typhimurium 1 typhimurium 1
dublin 1
A 5 5 3 0 enteritidis | - 0
m typhimurium 1
enteritidis 1
3 5 0 2 B 0 typhimurium 1
A 23 22 13 5 - -
) B 23 22 4 7 - - - =
Ogélem dublin 7 dublin 0
A+B 46 44 17 12 enteritidis 6 enteritidis 4
typhimurium 4 typhimurium 8
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Drobnoustroje wykazujace wtasciwosci biochemiczne odpo-
wiadajace paleczkom Salmonella poddawane byty nastepnie
analizie serologicznej. Do wstepnej klasyfikacji serologiczne;)
wykorzystano odczyn aglutynacji lateksowej przy uzyciu ze-
stawu Lateks Salmonella, firmy Biomex z Krakowa. W celu
oznaczenia przynaleznosci salmoneli do serotypu przeprowa-
dzono aglutynacj¢ szkietkowa. W badaniach tych postugiwano
si¢ wielowaznymi oraz jednowaznymi surowicami diagnosty-
cznymi produkeji Krajowego Osrodka Salmonella, w oparciu
o schemat Kauffmanna-White’a.

Wyniki i oméwienie

Szczegbtowa analiza mikrobiologiczna badanego materialu
wykazala zanieczyszczenie pateczkami jelitowymi prawie wszy-
stkich rodzajéw probek pochodzacych z obu ferm. Catkowity
brak wzrostu tych bakterii zaobserwowano jedynie w przy-
padku 4 prébek gleby pobieranych wiosna, tj. w jednej po-
chodzacej z fermy A (prébka III) oraz w 3 prébkach pobranych
w obiekcie B (jedna w miejscu I oraz dwie w miejscu III)
tab. 1. Natomiast we wszystkich pozostatych badanych préb-
kach stwierdzono obecno$¢ pateczek gram-ujemnych, zakla-
syfikowanych do rodzajéw Proreus, E. coli badZ Salmonella.
Obecnos¢ tych drobnoustrojéw w badanym materiale, zwla-
szcza w karmie, jest niepozadana w Swietle obowiazujacych
w kraju norm (21).

Wyniki analizy bakteriologicznej paszy, katu i gleby w kie-
runku obecnosci pateczek Salmonella przedstawiono w tab. 2.
Obecnosé salmoneli wykryto w duzej czgséci badanego mate-
riatu (w fermic A w 18 na 45 badanych prébkach oraz w 11
na 45 prébek w fermie B). Blizsza analiza serologiczna wy-
izolowanych szczepéw Salmonella spp. wykazala, ze wszy-
stkie izolaty (10 szczepdw S. enteritidis, 7 — S. dublin 1 12
— S. typhimurium) naleza do serotypéw niebezpiecznych za-
rowno dla zwierzat, jak i cztowieka (1, 5, 10, 18).

Przeprowadzone w fermach badania prébek karmy stosowanej
w zywieniu liséw wykazaly, 7Ze wszystkie one byly zanieczysz-
czone pateczkami z rodziny Enterobacteriaceae (tab. 11 2).
Jak wynika z tab. 2 salmonele wyizolowano w przypadku
fermy A w trzech (na siedem badanych) prébkach paszy oraz
w czterech (na 7 badanych) prébkach pobranych w fermie B.
Uzyskane wyniki potwierdzaja znany powszechnie fakt, ze
zywnos$¢ pochodzenia zwierzecego, nie poddana utylizacji, jest
w duzym stopniu zanieczyszczona pateczkami Salmonella (7,
16, 19, 35) oraz stanowi istotne Zrédic tych zarazkéw (4, 5,
16, 17, 24, 33).

Badania zbiorczych prébek katu liséw wykazatly, ze duzy
odsetek zwierzat wydala saimonele. Jak wynika z tab. 1 we
wszystkich analizowanych prébkach stwierdzono obecnos¢ drob-
noustrojéw wzglednie patogennych, badZ chorobotwdrczych,
Salmonele wykazano w przypadku fermy A az w potowie
badanych préb. W obickcie B podczas badania katu w okresie
wiosennym nie stwierdzono co prawda ich obecnosci w ani
jednej badanej probee katu. Jednakze w okresie letnim czg-
stotliwo$é izolacji tych bakterii byta wysoka (dwie préby na
cztery badane — dodatnie). Swiadczy to o nosicielstwie i sie-
wstwie pateczek Salmonella u badanych liséw. Podobnych
danych o okresowym wydalaniu tych bakterii przez lisy ho-
dowlane dostarczyly réwniez badania prowadzone wczedniej
przez innych autoréw (12, 28, 30, 32).

W celu okreslenia mozliwosci zanieczyszczenia srodowiska
przez fermy liséw zbadano prébki gleby. Analizowany materiat
w przewazajacej liczbie przypadkéw byt zanieczyszczony pa-
teczkami jelitowymi, w tym chorobotwérczymi salmonelami.

Brak wzrostu Salmonella sp. w przypadku fermy A stwier-
dzono jedynie podczas badania prébek pobranych w odleglosci
150 m poza terenem fermy, natomiast badana gleba znajdujaca
sie w rejonie fermy Z byta zanieczyszczona salmonelami tylko
w pigciu na 30 badanych probek. Jednakze stwierdzenie ob-
fitego wzrostu pateczek Salmonella w dwdéch prébkach (na
5 badanych) w okresie lata i to w miejscu najbardziej odda-
lonym od fermy, §wiadczy o przenikaniu tych zarazkéw w
obrebie obszaru okre§lonego jako strefa ochronna oraz suge-
ruje realna mozliwos$¢ biologicznego skazenia §rodowiska za
posrednictwem ferm zwierzat futerkowych. Jest to fakt nie-
pokojacy ze wzgledu na stwierdzone niedawno przez Strzat-
kowskiego i wsp. (30) w badaniach eksperymentalnych bardzo
dtugie przezywanie w ziemi oraz wodzie serotypéw salmoneli
wyizolowanych od liséw, przy czgsciowym zachowaniu wiadci-
wosci enterotoksycznych i zjadliwosei tych bakterii. O mozli-
wosci diugiego przezywania salmoneli w gnojowicy, sciekach
miejskich i osadach sciekowych w naszym kraju donosza tez
inni autorzy (14, 15, 22, 26).

Wnioski

Uzyskane wyniki pozwalaja na wyciagni¢cie nastgpujacych
wnioskow:

1. Srodowisko ferm migsozernych zwierzat futerkowych wy-
kazuje duzy stopiefi zanieczyszczenia salmonelami badanych
préb karmy, katu 1 gleby.

2. Wydaje si¢ celowe kontynuowanie badan nad zanieczysz-
czeniami Srodowiska przez fermy zwierzat futerkowych, a tak-
ze nad przeciwdziataniem ich skutkom.
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Aktywnos¢ uodporniajaca dwukomponentowej
autoszczepionki Dipervac przeciwko beztlenowcowej
biegunce cielat*)
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Summary

Protective immunity of two-component auto vaccine Di-
pervac against anaerobic calf diarrhea

Effectiveness of the auto vaccine Dipervac prepared by
the authors and containing toxoids alpha and beta of C.
perfringens A and C in protecting calves against a toxic
diarrhea was examined. The vaccine was used in pregnant
cows at 7 and 2-3 weeks before parturition. The vaccine
induced a high level of antitoxic antibodies (4-64 ai/ml
for alpha and 8-64 ai/ml for beta toxin) without negative
effects on immunized animals. Dipervac used in 375 cows
on two farms with endemic toxic anaerobic calf diarrhea
decreased losses of calves from 22.3% to 3.1%. Dipervac
can be used in prophylaxis of diarrhea in calves induced
by alpha and beta toxin of C. perfringens A and B.

Beztlenowcowa biegunka cielat pozostaje wciaz niedoce-
niana, mimo ze coraz cze$ciej wystepuje w réznych krajach
(6,7.9, 12, 16, 17), w tym takie w Polsce (1, 4). Jej etiologie
~ znajdujaca odbicie w przebiegu enzootii — warunkuje dzia-
tanie toksyny beta (1, 4, 12), a najprawdopodobniej takze
alfa C. perfringens (serotyp A, C. wg 5, 14, 19). Straty z po-
wodu padnig¢ cielat, jakie wywotuje choroba, sa powazne
i moga siggac nawet 26% stanu stada (wg 1, 4). Jednoczes$nie
zwalczanie zachorowai jest ucigzliwe ze wzgledu na ostry,
w dodatku czesto uporczywy jej przebieg (1, 4, 5, 9). Klopot-
liwos¢ sytuacji zwigksza nadto potrzeba nakladu duzego wysitku
dla likwidacji 7Zrédta zakazen (czeste nosicielstwo zarazka,
duza jego opornos¢ na srodki dezynfekcyjne, nawroty prze-
dluzajace czas trwania infekcji, cyt. wg 8). Poza tym pono-
szone koszty leczenia sg wysokie (1, 4) — zwlaszcza przy
stosowaniu metody tradycyjnej antybiotykoterapii — natomiast
mozliwos¢ uodporniania zagrozonych stad bydta niedostatecz-
nie poznana (5).

Fakty te inspirowaty podjecie badai nad opracowaniem dwu-
komponentowej szczepionki swoistej (preparat 0 proponowanej
nazwie Dipervac) — przeciwko toksynom alfa, beta C. perfrin-

*) Praca finansowana przez KBN.

gens, a oznaczenie jej aktywno$ci immunogennej (poziomu
stymulowanych antytoksyn) oraz efektywnosci profilaktycznej
(ograniczania zachorowari w ogniskach choroby) stanowito eta-
powe cele niniejszej pracy.

Materiat | metody

1. Autoszczepionka. Preparat przygotowano z ho-
dowli toksynogennych szczepéw C. perfringens A (izolat A-
2) oraz C. perfringens C (szczep B-10) wyosobnionych od
padtych cielat w poprzednich badaniach (1, 3). Uzyskane ho-
dowle, po namnozeniu szczepdw w pozywce VF z 0,5% glukozy
(inkubacja 14-godzinna w 37°C), odwirowano (4000 obr/min.),
a nastgpnic sprawdzano na aktywno$¢ toksyczng dla myszy
(alfa 4 — 8 DLM350/ml, beta 8 DLMso/ml), po ¢czym neutralizo-
wano dodatkiem 0,6% formaliny (w 37°C przez 10 dni) i
dodawano adjuwant (ohjetoéciowo 10%). Przygotowana w ten
sposob autoszczepionke Dipervac kontrolowano na jalowosd
(wysiewy na podtoze Wrzoska i Zeisslera, inkubacja w atmo-
sferze tlenowej oraz beztlenowej metoda GasPak), a takze na
nieszkodliwos¢ (inokulacja podskérna myszy dawka 0,5 ml,
nadto domig$niowa $winki morskiej obj¢toscia 1 ml).

2.Badane préby. Badaniom poddano ogétem 171 préb
obejmujacych krew od 57 kréw i 57 cielat, a takze siare 57
kréw. Krowy byty immunizowane dwukrotnie, tj. w 7-8 1 2-3
tygodniu przed terminem porodu, dawka 10 ml autoszcze-
pionki Dipervac podanej podskérnie (miejsce iniekcji — oko-
lica nad topatka). Préby od uodpornionych kréw, jak réwniez
od pochodzacych od nich cielat, pobierano w kazdym przy-
padku jednocze$nie (1-4 dni po porodzie, zatem w odniesie-
niu do narodzonych zwierzat pokrywalo sie to z wiekiem ich
zycia).

3. Oznaczanie antytoksyn. Badanie przeprowa-
dzono odczynem seroneutralizacji SN (wirowanie krwi przy
3000 obr/min. — 15 min., siary 60 000 obr/min. — 1 godz.,
Zrédtem toksyny alfa i beta — odwirowane 14-godzinne hodowle
szczepéw A-2 1 B-10 w pozywce VF z 0,5% glukozy, czas
wigzania reagentéw — 1 godzina w 37°C). Stopiefi uodpornienia
zwierzat wyrazano liczba jednostek antytoksycznych zawartych
w 1 ml (1 jedn. antyt. = najwyzsze rozcieficzenie surowicy i sia-
ry zobojetniajace 1 DLMs5g toksyny alfa oraz beta).



