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CHOROBY ZAKAZNE l lNWAZYJNĘ
ZYGMUNT CYGAN, REGINA CYGAN

Bodonio nod oktywnościq choroboiwor czq
loseczek Cl. perfringens A o różnych włościwościoch

Znaczenie chorobotwórcze laseczek Cl, per-
frżngens A polega na powodowaniu różncror]-
nych form klinicznych zakażeń przyrannych
(3, il, i7) oraz zatruć pokarmowych (5, 6, 8,
9, 21). Częstotliwość występowania tych scho-
rzeń jest stosunko.wo duża, co wynika z Toz-
powszechnienia tego zarazka w przyrodzie tj.
głównie w ziemi (16, 23) oraz w przewodzie
pokarmowym człorvieka t zwietząt (14, 15). Wy-
mierrione rvyżej schorzenia rozwijają się jako
następstwo działania ol<reślonych toksyn czyli
tzw. czynników lub antygenółv rozpuszczal-
nych. Tematem niniejszych rozważań będą tyl-
ko toksyny ważne w etiopatogenezie zakażeń
przyrannych.

Aktywność chorobotwótcza Iaseczek Cl. per-
Jrżngens A zależy od rodzaju i koncentracji wy-
tworzonych toksyn. Szczególne przy tyrn zna-
czenie posiada letalny i zg,orzelotwórczy czyn-
nik alfa o równoczesnyrn działaniu fosfolipazy
C (10). Rola innych wytrvarzanych przez Ia-
seczki zgor zeli gazowe j antygenów r ozplsszczal-
nych tj, przede wszystkim teta (hemolizyna),
kappa (prokolagenaza), rui (hialuronidaza) i ni
(dezoksyrylronukleaza) jest znana tylko frag-
mentarycznie.

W zlviązku z powyższym zacianiem badań
własnych było poznanie letalne$o i zgorzelo-
t,,vórczego działania r,"yosobnionych z ziemt
szczepów CI. perlrżngens A w kontekście pro-
dukou.anych ilości toksyn alfa, teta, kappa, mi
i ni,

Materiał i metody

podłożu Wrzoska.
2, Identyfikacja. Wszystkie wyosobnione szczepy

beztlenowców poddano identyfikacji gatunkowej w
oparciu o właściwości fermentacyjne w stosunku do
Iaktozy, glukozy, sacharozy, rna|tozy, salicyny i man-
nitu oraz o cechy proteolityczne w odniesieniu do
mleka lakmusowego, 15% żelatyny i ściętej surowicy
końskiej (BOoC - 1 godz.).

Identyfikacja typowa zarazka obejmowala wykly-
wanie tzw. antygenów głównych w trypsynowanych
i nietrypsynowanych hodowlach 20 szczepów w podło-
żu trawionym VF opisanym w pracy Meisla i AI-
brycht (13). W tym celu użylł,ano odczyn nekrotyzu-
jący na świnkach morskich oraz letalny na białych
myszach (2). Dowodem przynależności zarazka do CL
perfringens typu A było wykazanie w hodowli nie-
trypsynowanej aktywności chorobotwórczej swoiście
neutralizowanej surowicą antytoksyczną p-ko laseczce
zgotzeli gazowej (Wellcome Research Laboratories,
Anglia).

3. Oznaczanie ilościowe toksyn. U wszystkich 20
szezepów Cl. perfringens A określono skład ilościowy
produkowanych toksyn - alfa, teta, kappa, mi oraz ni.

Toksynę alfa mianowano określając aktywność lecy-
tynazową i hemolityczną płynów hodowli przeliczoną
na ilość w 1 ml jednostek zmętnieniowych i hemoli-
tycznych - DHM ,,Dosis Haemolytica Minima" (7,

10).
Toksynę teta (hemolizyna) oznaczano i],ościowo od-

czynem hemolitycznym wg metodyki stoso.łianej przez
Cygana (2). Wyniki przedstawiano w jednosikach he-
molitycznych DHM.

Toksynę kappa (kolagenaza) miarrowano przy uży-
ciu kolagenu A metodą stosowaną w pracy Cygana
(2). Aktywność tej toksyny wyrażano w najmniej-
szych dawkach trawiących kolagen DCM _ ,,Dosis
Collagenasica Minima". Wyniki podawano określając
ilość DCM w 1 mI płynu hodowli.

Toksynę mi (hialuronidaza) oznaczano metodą
ACRA wg Oakleya i Warrack (L8). Za jednostkę ak-
tywności hialuronidazy przyjmowano najmniejszą
ilość toksyny powodującą utratę lepkości tzw, 1 daw-
ki wskazującej substratu (płyn stawowy koński), a
ostateczne wyniki przeliczano na aktywność 1 ml
płynu hodowli.

Toksynę ni (dezoksyrybonukleaza) określano metodą
leukocytową wg Warrack i wsp. (22), Dzialanie tej
toksyny oceniono podając i].ość dawek wskazujących
w 1 ml hodowli.

4. Określanie cholobotwórczości szczepólv. Wszyst-
kie szczepy CL perfringens A przebadano pód wzglę-
dem posiadanych właściv/ości ietalnych i zgorzelo-
twórczych.

Właściwości letalne sprawdzano zakażająe do-
otrzewnowo po 3 myszki dawĘ 0,5 ml odwinorvane-
go płynu z LB Eodz. hociowli zarazka w podłożu tra-
wionym VF.

Aktywność zgorzelotwórczą wykazy\Mano wprowa-
dzając domięśniowo świnkom morskim 0,5 ml kiiku-
nastogodzinnej hodowli beztlenołvców w podłożu
Wrzoska z 0,50lo glukozy. U zakażonych świnek mor-
skich diagn-zuwano zgotzel mięśni na podstawie wy-
stąpienia przyżyciowych objawów toksemii i charak-
terystycznych pośmiertnych zmian lł, mięśniaclr.

Wyniki
Ogółem z 25 próbek

szczepów beztlenowców.
logicznym były to lasec

toksyno9ennych
Z Zakladu Higieny weterynaryjnej w Lublinie
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jące na podłożu Zeisslera kolonie wypukłe
z hemolizą alfa i beta lub płaskie z hemolizą
wyłącznie typu alfa. Wszystkie drobnoustroje
fermentowały z wytwatzaniem gazu laktozĘ,
glukozę, sacharozę i maltozę, a ponadto koagu-
Io-,łzały mleko lakmusowe oraz nieznacznie roz-
puszczały ściętą surowicę. Żad,en z zarazków
nie fermentował mannitu i salicyny. Zdolności
pr,oteolityczne w stosunku do 150/o żelatyny po-
siadało 35 szczepów.

Powyżej podany zespół cech biochemicznych
u wyosobnionych beztlenowców odpowiadał
właściwościom uznanym za typowe dla lase-
czek grupy Cl. perJrl,ngens. Jednocześnie prze-
prowadzona identyfikacja typowa wykazała, że
badane d,robnoustroje produkowały spośród
antygenów głównych jedynie czynnik alfa i na
tej podstawie zostały zallczone do serotypu A,

Wyniki badań nad właściwościami toksyno-
gennymi laseczelr Ct. perJrlnEens A oraz ich
aktywnością letalną i zgorzeIotwórczą podaje
zaŁączona tahela. Wynika z ,niej, że tylko 9

szczepów posiadało pełny skład złożony z 5
produkowanych toksyn. Pozostałe beztlenowce
wykazywały cechy defektywności toksynogen-
nej, dotyczącej u lI szczepów czynnika ni, 7

- mi oraz 6 kappa. Jedynie w zakresie wy-
twarzania toksyn alfa i teta nie stwierdzono u
żadnego szczepv całk,owitej utraty tych zdol-
ności.

Aktywnośó ]aseczek w zakresie wytwarzania
poszczegóInych czynników była b. zróżnicowa-
na i wahała się dla toksyny ,alfa oo, i0 do 2000
jedn./ml; toksyny teta 2 - 200 DHM/mI; kap-
pa 0 - 10 DClWml; mi 0 - 7024 jedn. hial./
ml oraz ni 0 -_ 200 dawek wsk./ml hodowli.

Działanie letalne dla białych myszy wyka-
zało B (40%) zbadanych szczepów. Powyższe
właściwości zatazka stwierdzono przy wysokiej
koncentracji w hodowli toksyny alfa wynoszą-
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cej od 400 do 2000 jedn./ml. U większości szcze-
pów dających efekt letalny tj. u 6 na B stwier-
dzono pełny skład badanych anty w. Po-
zostałe 2 szczepy były defektywne wzglę-
dem mi oraz ni.

Aktywność zgorzelot:w órczą występuj ącą przy
ilości toksyny alfa od 100 do 2000 jedn./ml
stwierdzono l 12 (60%) szczepów Cl, perjrźn-
Eens A. W większości zarazki te posiadały
kompletny antygenów tok-
syczńych. ktywność doty-
czyła u ws czynnika ni, a u
2 z nich ta

Pozosiała grupa B szczepów całko-wicie nie-
chorobotwórczyóh produkowała antygen alfa w
niskiej koncentracji tj. od 10 do 100 jedn./ml.
PodkrŃlió ptzy tyrr' należy, że żaden z tych
drobnoustrojów nie posiadał pełnego składu ,b,a-

danych toksyn,

Dyskusja
Chorobotwc.rcze działanie laseczek Cl,. per-

Jrl,ngens A określaj ą różne czynniki, głównie
wrażliwość organizmu, właściwości toksyno-
genne zarazka oraz Eh i pH tkanek. Według
Mac Lennana (11)
dają zasadniczy w
lonej formy kli,nic
ninie jszej pracy,

Tab. 1. Działanie ctrorobotwórc ze szcz-epów Cl,. perIringens w zależnoŚci od rodzaju i iloŚci wYtwarza-
nych toksyn

objaśnienia: zE:Zgotzei gazowa; }:zg:br.u złaTzeli gazowej;licznik:ilość myszy padlych; mianownik:11oŚÓ myszy
zakaŻonycr'; + :wyiwarzanie toksyny; - :niewytwarzanie toksyny.

nych z ziemi 20 szczepów CL, perfrżngens A
analizowano jedynie znaczemie składu i ilości
produkowanych toksyn d]a chorobotwórczości
zarazka.

Przepr.owadzone badania własne wykazały,
że patogennośó laseczki zgorzeli gazowej ściśle
wiąże się z rodzajem i ilością produkowanych
ioksyrr. Wszystkie szczepyr, które wytwarzały
pełny skład toksyn zawsze powodowały efekt
letalny i zgarzelotwórczy. Natomiast beztle-
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nowce z defektywnością toksynogenną były z
reguły niechorobot rłzórcze.

Szczegolne znaczente dla patogenności lase-
czek Cl. perJrźnge
dukowanej fosfol
koncentracji tego
szącej 400 jedn./ml, bez względu na rodzaj i
ilość pozostałych czynnikó,"v, zawsze dochodzi-
ło do działania J,etalnego i zgorzelotwórczego
odnośnego zarazka. Natolrriast nie obserwowano
aktywności chorobotwórczej bakterii produku-
jących toksynę alfa w stężeniu poniżej 100
jedn./ml.

Powyższe wyniki wskazują na podstawowe
znaczenie fosfolipazy C dla patogenności Ct,
perJringens A. Słusznie więc Ewans (4) oraz
Mac Lennan (11) przypisują fosfolipazie C
głowną rolę w patogenezie zgorzelt gazowej.
Ntechanizm jej działania polega na tliszczeniu
,"v błonie komórkowej fosfolipidów tj. przede
wszystkim lecytyn, sfingomieliny olaz kefaliny
(l, I2).

Drugą toksyną istotną w choro,botwórczości
laseczki zgorzeli gazowej wydaje się być czyn-
nik kappa (prokolagenaza) ,,vytwaTzany w wy-
soliiej na ogół koncentracji (2 

- 
10 DCNI/mi)

przez wszysikie szczepy chorobotwórcze (Nr 1

- 12) oraz ,niewielkiej ilości (1 DCM/mi) przez
2 tylko szczepy niechorobotwótcze (Nr 13 i 20).
Uzyskany rezultat tych badań przemawia za
słusznością poglądu Oakleya i wsp. (19, 20)
oraz Mac Lennana (11) przypisujący prokola-
genazle ważną iolę w szerzeniu się procesu
zgotzdri gazowej w organizmie na drodze ni-
szczenia l<olagenu i retikuliny tkanek.

Znaczenie czyrrnika mi (hialuronidaza) dla
oddziaływania zarazka na organizm polega na
ułatwianiu penetracj i tkanek przez r ozkŁadanie
w nich kwasu hialuronowego, Jednak wyniki
własnych badań wskazują, że wytlvarzanie hia-
luronidazy przez Cl. perJrżngens A nie posiada
decydującego wpływu na jego patogennośc,
Przemawia za tyrn fakt, że również beztlenow-
ce niechorobot,ł,órcze Nr 15, 16 i 17 produko-
wały czynnik mi w wysokiej koncentracji od
l/256 do Il7024 jedn./ml,

Odnośnie liemolizyny teta to stwierdzono ją
u rł,szystkich badanych laseczek beztlenowych.
Należy przy tym podkreślić, że na ogóL wyższą
aktywność hemolityczną posiadały szczepy cho-
robotwórcze (20-200 D}IM/m1) aniżeli niecho-
robotwórcze (2-100 DtIM/mt).

Ostatnią badaną tol<syną był czynnik ni (de-
zoksyry,bonukleaza) rvytl,varzany tylko przez
chorobotwórcze laseczki Cl. perJringerls A,
Jednak produkowana pIzez nie ilość dezoksy-
rybonukleazy była b. zrożnicowana i wynosiła
od 0 do 200 dawek v,usk./ml. Może to wskazy-
wac na o3ratriczone znaczenie tego antygenu
dla letalnych i zgorzelotwór,czych właściwości
zarazka.

Reasumując rvyniki własnych badań można
stwierdzic, że patogenne działenie laseczek Cl.

perJrżngens A zależy od wielu wytrvarzanych
czynnikórv toksycznych, z ktorych jednak naj-
ważniejsze znaczenie posiada aktywnośc tok-
syny alfa.
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Cygan Z., Cygan Ę. - Stutlies on the pathogenic
aótivitv ot Ci.-perfringens A of diffcrent toxinogenic
properties.,- There jrave been studied lethal and gangraenoge,nic
properties of 20 strains of Cl. perfringens A istolated
irom soil in relation to the quantity of producld
toxins of alpha, tlreta, kappa, mi and ni types. The
activity of the production of toxins by different stra-
li.ns was variable, and for alpha toxir-re it wanied from
10 to 2000 u/ml; theta 2-200 DHM/mI, kappa 0-10
DCM, mi 0-1024 hya1. u/ml, and ni 0-200 dose/ml
r.lf cuiture. Pa'lhogenic properties revealed 12 strains
of Cl. perfringens A pioducers of alpha toxine at the
conceniration 400-2000 u/ml, irrespectively on the
qualitl' of the other antigens studied,
ńigrrt ., strains produced alpha toxine
at the very low (10-100 u/ml). It is
wortlry to note, that none of the bacteria possessed
fu1l complet of 5 toxines.
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