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Badania nad aktywnoscig chorobotwodrczg
laseczek Cl. perfringens A o réznych wtasciwosciach
toksynogennych

7 zZakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Znaczenie chorobotwércze laseczek Cl. per-
fringens A polega na powodowaniu rézncrod-
nych form klinicznych zakazen przyrannych
(3, 11, 17) oraz zatru¢ pokarmowych (5, 6, 8,
9, 21). Czestotliwos¢ wystepowania tych scho-
rzen jest stosunkowo duza, co wynika z roz-
powszechnienia tego zarazka w przyrodzie tj.
gléwnie w ziemi (16, 23) oraz w przewodzie
pokarmowym cztowieka i zwierzat (14, 15). Wy-
mienione wyzej schorzenia rozwijajg sie jako
nastepstwo dzialania okre$lonych toksyn czyli
tzw. czynnikdéw lub antygendéw rozpuszczal-
nych. Tematem niniejszych rozwazan beda tyl-
ko toksyny wazne w etiopatogenezie zakazen
przyrannych.

Aktywnosé chorobotworeza laseczek Cl. per-
fringens A zalezy od rodzaju i koncentracji wy-
tworzonych toksyn. Szczegdlne przy tym zna-
czenie posiada letalny i zgorzelotwérczy czyn-
nik alfa o réwnoczesnym dzialaniu fosfolipazy
C (10). Rola innych wytwarzanych przez la-
seczki zgorzeli gazowe] antygenoéw rozpuszczal-
nych tj. przede wszystkim teta (hemolizyna),
kappa (prokolagenaza), mi (hialuronidaza) i ni
(dezoksyrybonukleaza) jest znana tylko frag-
mentarycznie.

W zwigzku z powyzszym zadaniem badan
wlasnych bylo poznanie letalnego i zgorzelo-
tworczego dzialania wyosobnionych z ziemi
szczepdw Cl. perfringens A w kontek$cie pro-
dukowanych ilosci toksyn alfa, teta, kappa, mi
i ni.

Material i metody

1. Izolacja. Ogdlem 2z 25 probek ziemi pobranej
z pél uprawnych wojewodztwa ,L” wyosobniono 48
szczepow Cl. perfringens. Powyisze szczepy uz}'skalno
przy uzyciu 2 metod, tj.: a) wysiewu mieszaniny zie-
mi w bulionie w stosunku 1:8 na podloze Zeissiera
2 siarczanem neomycyny (100 meg/ml) oraz b) na-
mnazania probek ziemi w podlozu Wrzoska (37°C —
18 godz) i ogrzania w 90°C przez 5 min. z kolejnym
przesiewermn na podloze Zeisslera bez antybiotyku. Dla
otrzymania wzrostu beztlenoweéw na podlozach sta-
lych stosowano metode pyrogallolowg hodowli. Poje-
dyncze kolonie odpowiadajace morfologicznie CIL. per-
fringens wycinano wraz z agarem i namnazano w
podtozu Wrzoska.

2. Identyfikacja. Wszystkie wyosobnione szczepy
beztlenowcéw poddano identyfikacji gatunkowej w
oparciu o wlasciwos$ci fermentacyjne w stosunku do
laktozy, glukozy, sacharozy, maltozy, salicyny i man-
nitu oraz o cechy proteolityczne w odniesieniu do
mleka lakmusowego, 15% zelatyny i $cietej surowicy
konskiej (80°C — 1 godz.).

Identyfikacja typowa zarazka obejmowala wykry-
wanie tzw. antygenéw gléownych w trypsynowanych
i nietrypsynowanych hodowlach 20 szczepéw w podio-
zu trawionym VF opisanym w pracy Meisla i Al-
brycht (13). W tym celu uzywano odczyn nekrotyzu-
jagey na S$winkach morskich oraz letalny na bialych
myszach (2). Dowodem przynaleznosci zarazka do Cl.
perfringens typu A bylo wykazanie w hodowli nie-
trypsynowanej aktywnosci chorobotwérezej swoiScie
neutralizowanej surowicg antytoksyczng p-ko laseczce
zgorzeli gazowej (Wellcome Research Laboratories,
Anglia).

3. Oznaczanie ilosciowe toksyn. U wszystkich 20
szezepow Cl. perfringens A okreSlono sklad iloSciowy
produkowanych toksyn — alfa, teta, kappa, mi oraz ni.

Toksyne alfa mianowano okreflajac aktywno$é lecy-
tynazowg i hemolityczng plynéw hodowli przeliczong
na ilos¢ w 1 ml jednostek zmetnieniowych i hemoli-
tycznych — DHM ,,Dosis Haemolytica Minima” (7,
10).

Toksyne teta (hemolizyna) qznaczano ilosciowo od-
czynem hemolitycznym wg metodyki stosowane]j przez
Cygana (2). Wyniki przedstawiano w jednostkach he-

molitycznych DHM.

Toksyne kappa (kolagenaza) mianowano przy uzy-
ciu kolagenu A metodg stosowana w pracy Cygana
(2). Aktywnosé tej toksyny wyrazano w najmniej-
szych dawkach trawigcych kolagen DCM — ,,Dosis
Collagenasica Minima”. Wyniki podawano okreslajac
ilo§¢ DCM w 1 ml plynu hodowli.

Toksyne mi (hialuronidaza) oznaczano metoda
ACRA wg Oakleya i Warrack (18). Za jednostke ak-
tywnosei hialuronidazy przyjmowano najmniejszg
ilosé toksyny powodujgcg utrate lepkosci tzw. 1 daw-
ki wskazujgcej substratu (plyn stawowy kotniski), a
ostateczne wyniki przeliczano na aktywnos$é¢ 1 ml
plynu hodowli.

Toksyne ni (dezoksyrybonukleaza) okreslano metoda
leukocytowa wg Warrack i wsp. (22), Dzialanie tej
toksyny oceniono podajgc ilo§é dawek wskazujacych
w 1 ml hodowli.

4. Okre§lanie chorobotwérezosci szczepdw. Wszyst-
kie szczepy Cl. perfringens A przebadano pod wzgle-

dem posiadanych wlasciwosci letalnych i1 zgorzelo-
twoérczych.
Wiasciwo$ei letalne sprawdzano zakazajge do-

otrzewnowo po 3 myszki dawka 0,5 ml odwirowane-
go plynu z 18 godz. hodowli zarazka w podlozu tra-
wionym VF.

Aktywnosé zgorzelotwoércza wykazywano wprowa-
dzajac domieéniowo $§winkom morskim 0,5 ml kilku-
nastogodzinnej hodowli beztlenowcéw w podlozu
Wrzoska z 0,5% glukozy. U zakazonych $winek mor-
skich diagn.wowano zgorzel mie$ni na podstawie wy-
stapienia przyzyciowych objawdéw toksemii i charak-
terystycznych po$miertnych zmian w miesniach.

Wyniki

Ogc')l,ern z 25 proébek ziemi wyosobniono 48
szczepow bezilenowcow. Pod wzgledem morfo-
logicznym byty to laseczki gramdodatnie, da-
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jace na podlozu Zeisslera kolonie wypukle
z hemolizg alfa i beta lub plaskie z hemolizg
wylacznie typu alfa. Wszystkie drobnoustroje
fermentowaly z wytwarzaniem gazu laktoze,
glukoze, sacharoze i maltoze, a ponadto koagu-
lowaly mleko lakmusowe oraz nieznacznie roz-
puszczaly $cieta surowice. Zaden z zarazkéw
nie fermentowal mannitu i salicyny. Zdolnosci
proteolityczne w stosunku do 15% zelatyny po-
siadato 35 szczepow.

Powyzej podany zespél cech biochemicznych
u  wyosobnionych beztlenowcéw odpowiadat
wiadciwoéciom uznanym za typowe dla lase-
czek grupy Cl. perfringens. Jednoczes$nie prze-
prowadzona identyfikacja typowa wykazala, ze
badane drobnoustroje produkowaly sposrod
antygendéw gloéwnych jedynie czynnik alfa i na
tej podstawie zostaly zaliczone do serotypu A.

Wyniki badan nad wlasciwosciami toksyno-
gennymi laseczek Cl. perfringens A oraz ich
aktywnoscig letalng i zgorzelotwoércza podaje
zalgczona tabela. Wynika z mniej, ze tylko 9
szczep6w posiadalo pelny sklad zlozony z 5
produkowanych toksyn. Pozostale beztlenowce
wykazywaly cechy defekiywnosci toksynogen-
nej, dotyczgcej u 11 szczepdéw czynnika ni, 7
— mi oraz 6 kappa. Jedynie w zakresie wy-
twarzania toksyn alfa i teta nie stwierdzono u
zadnego szczepu caltkowitej utraty tych zdol-
nosci.

cej od 400 do 2000 jedn./ml. U wiekszosci szcze-
pow dajgeych efekt letalny tj. u 6 na 8 stwier-
dzono pelny sklad badanych antygenow. Po-
zostale 2 szczepy byly defektywne pod wzgle-
dem mi oraz ni.

Aktywnosé zgorzelotworeza wystepujgca przy
iloSci toksyny alfa od 100 do 2000 jedn./ml
stwierdzono u 12 (60%) szczepéow Cl. perfrin-
gens A. W wiekszo$ci zarazki te posiadaly
kompletny zestaw badanych antygenéw tok-
sycznych. Obserwowana defektywno$¢ doty-
czyla u wszystkich 3 szczepow ‘czynilika ni, au
2 z nich takze toksyny mi. ]

Pozostala grupa 8 szczepdéw catkowicie mie-
chorobotwérczych produkowala antygen alfa w
niskiej koncentracji tj. od 10 do 100 jedn./ml.
Podkresli¢ przy tym nalezy, ze zaden z tych
drobnoustrojéw nie posiadal pelnego skladu ba-
danych toksyn.

Dyskusja

Chorobotworcze dzialanie laseczek Cl. per-
fringens A okre$laja rdéine czynniki, gléwnie
wrazliwo§é organizmu, wlasciwosei toksyno-
genne zarazka oraz Eh i pH tkanek. Wedlug
Mac Lennana (11) wymienione czynniki posia-
daja zasadniczy wplyw na wystapienie okres-
lonej formy kliniczne] infekcji przyrannej. W
niniejszej pracy, na przykladzie wyosobnio-

Tab. 1. Dzialanie chorobotwércze szczepéw Cl. perfringens w zaleznoéci od rodzaju i iloSci wytwarza-
nych toksyn

P Produkowane o ksyny Gzialznaie chorabotwercze xurazka
r : ;
szczepu alfa teta Kappa ;baﬁé:ze* da,),tfek letalne zgorzelotworcze
Jecin.zm[ml| DHM/mi | DHMmt | OCM/mt V' hiaisme | wsk/mt
4 2000 2000 100 2 256 100 3/3 . 29
2 7000 2000 100 2 1024 10 3/3 rozg
3 7000 2000 100 10 1024 100 3/3 z9
4 7000 800 200 10 512 100 3/3 z9
5 400 400 20 2 512 20 3/3 29
6 400 400 20 2 256 10 3/3 29
7 400 400 20 + - Vo 3/3 9
8 400 400 20 + - - 343 z9
9 200 200 20 10 1024 100 1/3 zg
10 100 100 100 | 10 1024 200 o/3 z9
7? 100 100 200 10 1024 - 0/3 z9
12 100 100 100 2 512 100 93 z9
13 100 100 2 1 - - 93 bzg
7 100 700 100 - - - LZ] 629
15 100 100 2 - 512 = 93 bzg
16 100 100 2 = 1024 - 2] » bzg
1”7 100 106 10 - 512 - 9% b2g
18 20 20 20 = = = 9% | 629
19 20 20 2 = - ~ 93 | b29
20 10 10 10 1 = = % ] bzg

Objaénienia: zg = zgorzel gazowa; bzg = brak zgsrzeli gazowej; licznik = ilo§¢ myszy padtych; mianownik = 110§¢ myszy

zakazonych; + = wytwarzanie toksyny;

Aktywnosée laseczek w zakresie wytwarzania
poszezegdlnych czynnikéw bylta b. zréznicowa-
na i wahatla sie dla toksyny alfa oa 10 do 2000
jedn./ml; toksyny teta 2 — 200 DHM/ml; kap-
pa 0 — 10 DCM/ml; mi 0 — 1024 jedn. hial./
ml oraz ni 0 — 200 dawek wsk./ml hodowli.

Dzialanie letalne dla bialych myszy wyka-
zalo 8 (40%) zbadanych szczepéw. Powyisze
wladciwosci zarazka stwierdzono przy wysokiej
koncentracji w hodowli toksyny alfa wynoszg-
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— = niewytwarzanie toksyny.

nych z ziemi 20 szczepéw Cl. perfringens A
analizowano jedynie znaczenie skladu i ilosci
produkowanych toksyn dla chorobotwoérczosci
zarazka.

Przeprowadzone badania wlasne wykazaty,
ze patogenno$¢ laseczki zgorzeli gazowej $cisle
wigze sie z rodzajem i iloScig produkowanych
toksyn. Wszystkie szczepy, ktére wytwarzalty
pelny sklad toksyn zawsze powodowaly efekt
letalny 1 zgorzelotwoérczy. Natomiast beztle-
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nowce z defektywnoscia toksynogenna byly z
reguly niechorobotworcze.

Szczegdlne znaczenie dla patogenno$ei lase-
czek Cl. perfringens typu A posiadala ilo§¢ pro-
dukowane]j fosfolipazy C (toksyna alfa). Przy
koncentracji tego antygenu w hodowli wyno-
szacej 400 jedn./ml, bez wzgledu na rodzaj i
ilo$¢ pozostatych czynnikéw, zawsze dochodzi-
o do dzialania letalnego i zgorzelotwoérczego
odnosnego zarazka. Natomiast nie obserwowano
gktywnoéci chorobotworczej bakterii produku-
jacych toksyne alfa w stezeniu ponizej 100
jedn./ml.

Powyizsze wyniki wskazujg na podstawowe
znaczenie fosfolipazy C dla patogennosci ClL.
perfringens A. Stusznie wiec Ewans (4) oraz
Mac Lennan (11) przypisujg fosfolipazie C
glowng role w patogenezie zgorzeli gazowej.
Mechanizm jej dzialania polega na niszczeniu
w blonie komorkowej fosfolipidow tj. przede
Z)s{'szlyzs)tkim lecytyn, sfingomieliny oraz kefaliny

Druga toksyng istotng w chorobotwoérczosci
la_seczki zgorzeli gazowej wydaje sie byé¢ czyn-
nik kappa (prokolagenaza) wytwarzany w wy-
sokiej na ogé! koncentracji (2 — 10 DCM/ml)
przez wszysikie szczepy chorobotwéreze (Nr 1
— 12) oraz niewielkiej ilosci (1 DCM/ml) przez
2 lylko szczepy niechorobotwdreze (Nr 13 1 20).
Uzyskany rezultat tych badan przemawia za
slusznoscig pogladu Oakleya i wsp. (19, 20)
oraz Mac Lennana (11) przypisujacy prokola-
genazie wazng role w szerzeniu sie procesu
zgorzell gazowej w organizmie na drodze ni-
szczenia kolagenu i retikuliny tkanek.

Znaczenie czynnika mi (hialuronidaza) dla
oddzialywania zarazka na organizm polega na
ulatwianiu penetracji tkanek przez rozkladanie
w nich kwasu hialuronowego. Jednak wyniki
wiasnych badan wskazujg, ze wytwarzanie hia-
luronidazy przez Cl. perfringens A nie posiada
decydujacego wplywu na jego patogennosc.
Przemawia za tym fakt, ze rowniez beztlenow-
ce niechorobotworcze Nr 15, 16 i 17 produko-
waly czynnik mi w wysokiej koncentracji od
1/256 do 1/1024 jedn./ml.

Odnosnie hemolizyny teta to stwierdzono jg
u wszystkich badanych laseczek beztlenowych.
Nalezy przy tym podkresli¢, ze na ogdl wyzszg
aktywnos¢ hemolityczng posiadalty szczepy cho-
robotworcze (20—200 DHM/ml) anizeli niecho-
robotworcze (2—100 DHM/ml).

Ostatnig badang toksyna byt czynnik ni (de-
zoksyrybonukleaza) wytwarzany tylko przez
chorobotwércze laseczki Cl. perfringens A.
Jednak produkowana przez nie ilo§¢ dezoksy-
rybonukleazy byla b. zrdznicowana i wynosila
od 0 do 200 dawek wsk./m!l. Moze to wskazy-
waé na ograniczone znaczenie tego antygenu
dla letalnych i zgorzelotworczych wiasciwosci
zarazka.

Reasumujgc wyniki wilasnych badan mozna
stwierdzi¢, ze patogenne dziatanie laseczek CI.

perfringens A zalezy od wielu wytwarzanych
czynnikéw toksycznych, z ktérych jednak naj-
wazniejsze znaczenie posiada aktywnosc tok-
syny alfa.
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Hpirag 3., Lpiran P. — McecacpoBanust 110 NATOreH-
pocry mrammorB Cl. perfringens A, cfrapjaromux pas-
HOI TOKCHHONeHHOCTBIO.

Viceaenosani JeTanbHble #1 MANTPeHOTEHHBIC CBGM-
ersa 20 MI0AMPOBAHELIX M3 3eMIM  LUTAMMOB CL
perfringens A ¢ yH4eTOM KOJXMUCCTBA prIpadaTLIBAEMBIX
UMM TOKCHHOB ajbkda, Tera, Kamnma, MM M HKL ARTHE-
HOCTL ODOAVEINKM OTAENbHEIX (hakTopoR Gbina GHCHbL
aucpchepenMposata 1 KoJebanace B Npefenax: TORCHH
anpa — o1 10 go 2000 HedelJOMETPUMCCKMX eau-
muiy/mar; tera — oT 2 go 200 MMHMMANLHBIX TeMOJIH-
riteckux  go3/ma; kanna — ot 0 ao 10 dosis colla-
genasica minimum/Mia; M — o7 0 po 1024 ruanypoHM-
JO30BBIX ejuumMLy/Ma; Hu — 0T 0 710 200 HHAMKATOPHLIX
eVMHUL/MI Ky IbTYPBI.

TlaTorenusmd gesicremen obaagaso 12 mITaMMOB
Cl. perfringens A, BhipabaTBIRAIOIIMKX TOKCIH ansha
B konuuectse oT 400 1o 2000 HedescMeTPUHUECKNX €AM-
HUI/MII He3aBHCMMO OT LOJa M THTPa IPyIHX TOKCH-
mop. OcranbHble § IITAMMOB, KOTOpbie OblaM ITOJ-
HOCTLIO ATTATOreHHbe, NMPOMSBOAMIM TOKCUH anbdga B
cnafoii koHuenTpaiuy r.e. o7 10 xo 100 Hepesome TR
TeCKUX EeNMHMIYMI, ABTODBl MOAYEDPHKMBAIOT, HTO HMU
OmMH M3 STHUX IITAMMOB HE BLIpabaThinaj MONHOTO
cocTaBa T.e. BCEX 5 TOKCHHOB.

Cygan Z., Cygan R. — Studies on the pathogenic
activity of Cl. perfringens A of diffcrent toxinogenic
properties.s

There have bzen studied lethal and gangraenogenic
properties of 20 strains of Cl. perfringens A istolated
from soil in relation to the quantity of produc~d
toxins of alpha, theta, kappa, mi and ni types. The
activity of the production of toxins by different stra-
ins was variable, and for alpha toxine it waried from
10 to 2000 u/ml; theta 2—200 DHM/ml, kappa 0—10
DCM, mi 0—1024 hyal. u/ml, and ni 0—200 dose/ml
of culture. Pathogenic properties revealed 12 strains
of Cl. perfringens A producers of alpha toxine at the
concentration 400—2000 u/ml, irrespectively on the
quality and quantity of the other antigens studied.
Eight non-pathogenic strains produced alpha toxine
at the concentration very low (10—100 u/ml). It is
worthy to note, that none of the bacteria possessed
full complet of 5 toxines.
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