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Przypodek beztlenowcowej enterotoksernii owiec
wywo|ony przez C|. perfringens D

z Zak'ladl Higieny WeteTynaryjnej w LLrblinie

Errterotoksemia owie,c na tle Cl. perJrżngens
D (EOD) należy do schorzeń rozpowszechnio-
nych na całym świecie (4, B, 18, lg, ZI,22,24).
O l,vystępowaniu EOD w Polsce pierwsi donie-
śti w 1955 r. BriII i wsp. (2), a następnie I(a-
szubkiewicz i wsp. (20) oruz Markiewicz i r,vsp.
(23). Jednak prze,dstawione w kraju opisy tego
schorzenia były pod wzgJ.ędem mikpobiologicz-
nym niepełne i fragmentatyczne. Zasługuje
przy tym na podkreślenie, że tylko w jednym
przypadku doprowadzono do wyosobnienia
szczepu CL. perJrżngens D, ale bez po,dania
bliższej jego charakterystyki (2). Odnośne pTace
krajowe nie uwzględniały poszukiwania w or-
ganiźmie letalnej toksyny tzw. epsilon, której
wykazanie stanowi według Sterne i Thompsona
(29) oraz Sterne i Batty (28) najpewniejszą pod-
stawę rozpoznania EOD.

W związku z powyższym jako cel niniejszej
pracy ptzyjęto przeprowadzenie pełnej diagno-
styki mikrobiologicznej schorzenia owiec w
miejscowoścj.,,S" przebiegającego z objawami
beztlenowcowej enterotoksemii olaz opracowa-
nie podstawowych właściwości, główni.e toksy-
nogennych, wyosobnionego szczepu Cl. perJin-
gens D,

Materiał i metody

1. Padłe owce. Przeprowadzono badania sekcyj-
ne i bakteri,otrogiczne 3 o,wiec nadesłanych z miejsco-
wości ,,S", uwzględniając poszukiwanie głównie choro-
botwórczych beztlenowców oraz ich to,ksyn, a częścio-
lr.o także tlenowców. z podanego wywiadu wynikało,
że powyższe zwterzęta padły nagle z objawami tokse-
mii, zaburzeń nerwowych i wzdęcial

2. Wykazanie toksyny epsilon. Z zawar:
tości jelit cienkich spo,rządzano 250/o ekstrakty w płynie
fizjologicznym witlowane przy 3500 obr,/min. w ciągl-t
45 minut. Do otrzymanych płynów nadosadou,ych do-
darvano zgodnie ze Sternem i Batty (2B) trypsynę do
koncentracji 0,05% i po inkubacji w 37oC przez
60 min. wprowadzano dootrzewnowo myszom w ilości
0,5 ml oraz śródskórnie świnkom morskim w dawce
0,2 ml u, postaci: a) natywnej nieogrzanej i b) natyw-
nej ogrzanej 15 min. w 100oC. W ten sam sposób po-
szukiwano toksyny epsilon w płynie nad.osadowym
z 72 godz. hodowli zarazka w po,dłożu Du,ncana i Strong
(10). Czas obserwacji zakażonych zwierząt wynosił 2-
3 dni. Jako dowód oibecności toksyny przyjmowano -śmierć myszy i powstanie cłraraktenystycznej b,iaławo-
czerwonej nekrozy u świnek morskich po wprowadze-
niu ekstraktu nieogrzanego.

3. Identyfikacja toksyny epsilon. Iden-
tyfikację przeprowadzano metodą seroneutral.izacji z
użyciem mo,nowal.entnych surowic antytoksycznych
przeciwko Cl. perfringens A, C, D, E produkcji Wel-
Icome Reagents Ltd. (Anglia). Myszorn wprowadzano

do,otrzewnowo 0,5 ml toksycznego wyciągu lub hodowli
wraz z 0,2 ml surowicy, a świnkom - śródskórnie
0,2 m1 wyciągu lub lrodowli z 0,I rr;J surowicy anty-
toksycznej. Czas wiązania w temperaturze 37oC wyno-
sił 45 minut. Obserwację tych zwierząt pnowadzono
przez 3 dni.

4. IzoIaeja z,arazka. Przeprowadzono wysie-
wy treści jelit i narządów miąższowych na podłoże
Zeisslera inkubowane metodą pyrogallolową według
Pestiego (27). Kolonie przypominające CL perfringens
wycinano wTaz z agarem i wprowadzano na dno pro-
bówek z podłożem Duncana i Strong (10). Powyższe
materiały badano również rutynowo na obecność cho-
rolrotwórczych tlenowców przez wysiewy na aqar z
krw-ią i SS.

5. Identyfikacja i charakterystyka
z a r a zk a. Obejmowała ona określenie moirfologii
drobnoustroju i kolonii, zbadanie właści-wości fermen-
tacyjnych i proteolitycznych, a ponadto zdolności re-
dukowania azotanów oraz produkcji ind,olu zgodnie z
metodyką podaną w pracy poprzedniej (9). Wybrany
szczep CBD-1 poddano ocenie co do aktywności toksy-
nogennej w zakresie wytwarzania toksyn alfa, epsilon,
kappa i mi. Toksynę alfa (lecJrtyn:aza C) badano pró-
bą lecytowitelinową wedłu Heyningena (15), 'Wyniki
przedstarł,iano umownie w tzw. jednostkach zmętnie-
niowych. Za 1 jednostkę uważano najmniejszą daw-
kę toksyny porł,odującą rozkład owolecytyny z pow-
staniem charakterystycznej warst:wy tŁuszcztl. Czyn-
nik epsilon mianowano odczynem letalnym na bia-
łych myszach określając ilość DLM w 1 ml 72 godz.
hodowli w po,dłożu Duncana i Stro,ng (10). To,ksynę
kappa (prokolagenaza) wykrywano orientacyjnie w
próbie biologicznej 1lo r,vprolvadzen,iu domięśniowym
śwince rnorskiej 0,5 ml 24 godzinnej hodowli zarazka
.,v podłożu Wrzoska z 0,50ltl glukozy. W przypadku
produkcji przez zaTazek prokolagenazy mięśnie u pad-
łej świnki morskiej zatracały sprężystość i stawały się
kleiste. Antygen mi (hialuronidaza) oznaczano metodą
ACRA (,,Acid - Congo - Red - Alcohol") według
Oakleya i Warrack (25). Wyniki przedstawiano umow--
nie w jednostkach hialuronidazy w przeliczeniu na
aktyrvność 1 ml supernatantu 24 godz nnej hodowli
lv podłożu Wrzoska z 0,5% glukozy. Za jednostkę ak-
tywności hialuronidazy przyjęto na jmnie jszą ilość
toksyny porł,odlrjącą utratę lepkości 1 dawki wskazu-
jącej rrrieszaniny koriskiego płynu stawowego z czer-
wienią Kongo,

Wyniki

a) Badanie sekcyine. U poddanych
badaniu sekcyjnemtt 3 owiec stwierdzono lozle-
głe galaretowato-krwiste nacieczenia tkanki
podskórnej przedpiersia, mostka i podbrzusza, a
mięśnie tych obszarów wykazywały cechy zmian
wstecznych. W nasierdziu st,,vierdzono obecność
licznych \Mybloczyn. Z rlarządów miąższowych
wątloba i serce były zwyrodniałe, podczas gdl.
nerki przedstawiały obraz silnie zaznaczonej
proteolizy. Pętle jelit cienkich zawierały dużą
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ilość u ipłynnej treści. Wprzedżołąd-
kac]l uwagę obecność duzej ilości za-
legaj 1,. Według opinii telenov,,ej słuz-
by v,eterynarvjnej z podobnyrni zmianami cho-
robowymi paciły vzcześniej l] inne o\i7ce.

b) Wykrywanie toksyny epilson
w wyciągach z jelit. Przepro,ładzone
badanic w,łkazało, ze \,ve wszystkich zbadanych
wyciągach natywnych - nieogrzanych wystę-
pują sr-rbstarrcje toksyczne (tab. 1). PodkreśIić
przv tym należy, że trypsynowanie nie obnizało
aktyłvności tych płynów, Wyciągi ogrzane (15
t,lrinut 100"C) okazal.y się rv próbach biologicz-
nych nieszkoClir,ve. Czas przeżycia m.yszy po
podaniu rvyciągów wynosił zaledrvie 3-4 fjo-
dzin;l, U ś-,łrinek rnorsk_ich lv miejscu śródskór-
nej iniekcji rozwiiaia się martrł,ica biało-czer,-
wona. t;lpowa dla tc.,ksyny epsilon. Całko,wiią
t-ieuti:alizację toksyczności płynów osiągnięto je-
dynie z surowicą ant_v Cl. perfrźngens D. Stąd
'tez uzyskany wynik wskazuje na obecność w,ielitach padłvch owiec toksvnv epsilon Cl. per-
Jrżngerus D.

charozę i maltozę, a nie fernrentowały man-
nitu i salicyny. Ponadto redukowały one azota-
,ny do azoil,nó,w, koagulorvały mleko z wytwo-
rzeniem gąhczastego skrzepu, rozpuszczały 150ń
żelatynę, a tlie 'lrawiły ścięiej surowicy oraz nie
produl:,c\^,ał.r indolu. P owyższe właściwości na-
}eży uzna,ć za typorve clja laseczek z gatunku Cl.
perf rźlicer,l.

Spośrć;d łvlrizolowanych 3 szczepow Cl, per-
tringens blii,ej zbadano pod względem aktyw-
rrości toks;rrrogennej szczep CBD-1. Wyniki tych
badań przedsiawia k;b. 2. Wynika z niej, ze od-
nośny beztlenowiec proclukował jako główne
arrtygcny toksyczne - tcksynę alfa (320 jedn.
zmętn,/nll) i ep,si]gn (640 DLM/nrl), a jako an-
t;,,geny u-boczne czynnik mi (32 jedn. hial./ml)
oraz luykazywaną tylko w próbce jakościowej
toiisllirę kappa (prokolagenaza). W oparciu o po-
\ł:rżslc Cane nrczna iwierdzić, że szczep krajo-
rvy CBD-1, pod względem składu .r,vytwarza-
n,vch toksyn, ni.,- różni się od opisanvch, zagra-
nicznych szclzopów owczycłr Cl. perfringens D.

l'ltb. ],. \7y}iazi..rrie i iclentyl'ikacja toksyny epsilon rv .łyciagach z jclit padłych or,viec

ol]j.]śnicnia: licZnik - liczba nyszy padlych; lnianownik : licżba n1},Sz]. zaliażon_vch.

c) Badanie bakteriologiczne i
właściwości,uvycsobnionych szczepóv, CBD-1.
CBD-2 i CBD-3. objęic ono spor-ządzenie
preparatów odciskowych z wątroby, trerek oraz
z treści jelit cienkich padłych owiec. W pi,epa-
ratach tych st-"vierdzano bardzo 1iczne, krótkie
i grube niezarodnikujące laseczki gramdodatnie.
Posiewy na podłożach Zeiss]ela inkubowane
nretodą pyrogallolową (27) dcprowadziły do wy-
osobnienia od wszystkich 3 owj.ec beztlenow-
ców w postaci kolonii okrągłych, wypukłych
i silnie hemoiitycznych przypominaiących Ia-
seczki Cl. perJringens. Natomiast w wan-trrkach
tlenowych nie uzyskano wzrostu patogennej
mikroflory.

Wyosobnione szczepy CBD-1. CBD-2 o]]az
CBD-3 fermentowały laktozę, glukozę. sa-

Tab. 2. Niel<tóre rvłaścir",,ości toksynogenne szczepu
CL, perfringerrs D wyosołlnionego z pł:zypadku entero-

to}<sernii owiec

ol]jaśnienie: } : rvykazanie toksyny w próbie bioloEicznej.
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Onrówienie wynikólv

Rozpoznatrie enteroiclksemii owiec na tle
Cl, perfrżngens D, przy uwzględnieniu definicii
tego schorzenia poda.nej przez Grinera (12), wy-
maga stwierdzerria rł- przewo.Czie pokarmowym
przede wszystkinT 'ioksyny epsilon oraz Iase-
czek CL. pertrżt^tgens D. Przeprowadzone w ni-
niejszej pracy badania własne, wykazuiące w
jeiicie padłych owiec obecność aktywnej toksy-
nv epsiion oraz w czystej kulturze laseczek
Ct. perfrźngens D dowiodły, ze omawiany przy-
paCek schorzenia naiezy uznać iako enterotok-
semię. Za słusznością tej diagnozy przemawia
takze tvpowy przebieg kliniczny choroby, ma-
nifestujiicy się objawami silnej toksemii, pro-
stracji i zabttrzeń nerwowych. Również zespół
stwierdzonyclr zmian sekcyjnych - w postaci
łv_vbroczyn w nasierdziu, ostrego nieżytu jelit
cienkich i nacieków galaretowato-krwistych w
tkance podskorncj przedpiersia i podbrzusza 

-były tyrrowe dla EOD. Zaobser-wo,wane tzw.
,,rozmiękanie nerek" uznano już za zmianę po-
śmiertną zgodnie z poglądem Bullena i Scari-
sbri,cka (7) oraz Jensena (16). Zasługuje na pod-
kreślenie celowość prowadzenia kompleksowej
cliagnostyki EOD w,obec często ograniczonej
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wartości pojedynczych kryteriów rozpoznaw-
czych tej choroby. Jak wiadomo nawet wyosob-
nienie z jelit ]aseczek Cl. pertringens D jeszcze
nie dowodzi ich roli'przyczynoweJ z uwagl na
często stwierdzane nosiciel,stwo (11).

Ogólnie uważa się, ze obraz chorobowy w
EOD jest następstwem działania letalnej i ne-
krotycznei toksyny epsilon. Według Bullena
i Batty (5, 6), Bul]ena i Scarisbricka (7) oraz
Grinera i Carlsona (13) toksyna epsilon w daw-
ce granicznej (ok. 4000 DLM mysich/g treści)
zwiększa przepuszczalność ścian jelit cienkich,
co prowaclzi do uogóinienia się toksemii. Wa-
runkuje ona takze wzmozenie się perystaityki,
powstanie niezytu jelit, a niekiedy również
i biegunki (5). Ten ostatni objaw przeciwdziała
akumulowaniu się toksyny w jelicie i z tego
względu moze mieĆ pewne znaczenie ochronne.
W wyniku działania toksyny epsilon dochodzi
clo uszkodzenia komórek nerwowych i obrzęku
nrózgu, a w konsekwencji do wystąpienia obja-
tł,ów nerwowych (6). Ponadto zakłóca ona meta-
bolizm glukozy, wywołując hyperglikemię (11)
i glr-rkozurię (1), stanowiące zaburzenia patogno-
i,trrlniczne przy EOD (2B).

Ident;,fikację wyosobnionych szczepór,v CBD-
1. CBD-2 i CBD-3 przep,ro,wadzono w oparciu
o badanie ich .,łrłaściwości hodowlano-fermenta-
cyjnych oraz analizę wytwarzanych toksyn Ie-
talnych z zastosowaniem seroneutralizacji. Po-
lvyższe beztlenowce posiadały właściwości ho-
dowiane i fermentacyjne typowe dla laseczek
Cl,. perJringens. Zbadany bliżej pod względem
al<tywności toksycznej szczep CBD-1 wytwarzał
jako czynniki letalne toksynę alfa i epsilon i na
tej podstawie został sklasyfikowany jako Cl.
perJrżngens D.

Na szczególne podkreślenie zasługuje, że w
podłozu Duncana i Strong (10) produkował on
silną toksvnę epsilon o mocy 640 DLMirnI. Uzy,
skanie tak silnei toksyny w podłożu służącym
clr.l sporulacji Cl. perJrżngens przypuszczalnie
umozliwiała zawarta w nim skrobia. Wpływ
stymuluiący skrobi na toksynog,enezę róznych
tvpów Cl. perJringens zostaŁ dowiedziony pTzez
Flauschilda i Pivnicka (14), Od dawn_a zwrócono
też uwagę na rolę tego r,vielocukru przy EOD
iako chcrobie związanej z podażą nadmiernej
ilości skrobi w dawce zywieniowej.

Z innych antygenów toksycznych produko-
lvzrnych przez szczep CBD-1 rvykazano czynnik
kappa (prokolagenaza) oraz mi (hialuronidaza).
Pod tym v/,zględem nie różnił się on od lasc-
czek Cl, perJringens D, wyosobnionych w in-
nych krajach (3, 26, 30). Reasumując całość
przeprowadzonych badań nad właś,ciwościami
toksynogennymi szczepu CBD-1 należy stwier-
ćlzlć, że cechuje go dobra aktywnrlść w zakresie
rvvtwarzania zarówno głównych toksyn letal-
nych, a mianorvicie alfa i epsilon jak i odpowie-
dzialnych za inu,az;ljność tolrsyn ubocznych tj.
kappa oraz mi.

Wnioski
1. Przeprowadzone badania potwierdziły, że

w .Polsce występuje enterotoksemia owiec wy-
wołana przez laseczki CI. perfringens D.

2. Wyosobniony szczep CI. perfrźngens D
(tzw. CBD-1) wykazywał zdolność produkowa-
nia silnych toksyn tj, przede wszystkim alfa
i epsilo,n, a Iakże kappa oraz ml.

3. Postuluje się potrzebę opracowania swo-
istej szczepionki przeciwko entercltoksemii
owiec w opar-ciu o toksynogenne szczepy
Cl, perJringens D.
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Onrcar.I cnv.lań 6csatIarpo6t.toż sllTeporortcellttl{ \, 3
]4ccJIeAycNlr,IX naB[Irrx oBerl, pacno3naHIrr,lr,i Ha ocl{o1lc
o6rłap1,>xerrlrfi B coAepx{/MoM TorIKux Kl4lltoli 9Tt4x xil1=
I]OTHbIX IlaI( JIeTajIbHOrO TOKC}{Ha 3flCr'IJIOH, TaI( Ił BI1I-

AeJle}lr{fl s .rrcroż KyJILType 3 tutaMMog naloqex Cl.
perfringens D (urralrvsr CBD - 1, CBD - 2 l.r CBD --
3). OooreercrBylolqre arłaspo6sr o6lalanr TrlilltlHLIMI4
I<ylsryplłoQepMexTal1r{oHHblMr{ rlepTaur. lLlraułr CBD
-- 1, no,qpepx<eHusrż 6onee 6nxsxolż xaparrepr{cT],IKc
oTIIoc]4TeJIL,Ho ToKc]4qecKux cnoŻcrn, npo]43BoAŁJI MIlo-
rilc ].{ MolqHble ToKc}lHbT, a I4MeHHo - 3ncJ4Jlo}I c c]4Jloii
640 DLM I]a MJI KyJlLTypbLt anrtPa 320 uyrHoctHr,lx
cA].IHrlII Ha MJI, a cBepx roro $axrop mi (rnalypoItrr-
Aasa) e K,o}1qe}ITpaIIr{IĄ 32 e!,. ruan,hłn lł o6rtapy;ł<rł-
naelrr,Ilż Jlr4rub B KaIlecTBeFIHoż 6rronorrrqccroż npo6e
aLITr{lcH xanna (npoxonlareuasa).

Cygan Z., Barcz I., Deptuła D. - An:leroblc entcroto-
xiórrria of sheep łtue tó Ciostrittium perfringerrs D.

A case of enterotoxaemia in sheep (three animals)
r,;as found ottt on the basis o,[ the pr-esence of toxin
epsilon in the snrall intestines ancl isolation in pure
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culture three strains of Clostlidium perfringens D
(strain CBD-I; CBD-2; CBD-3). The anaerobic strains
clraracterized by typical physiological characteristics.
The strain CBD-I, examined in detail regarding its to-.
xic properties, procluced various and strong toxins, i.e.

epsilon in the amount of 640 DLM/m1 of the culture,
320 units o,f alpha toxin/ml and besides ,,mi" factor
(hyaluronidase) at the concentration o( 32 unitsiml, and
antigen kappa (procolagenase) discovel,ed by the use of
biological tesis.

ZBIGNIEW BACZYŃSKI, DANUTA SKULMOWSKA-KRYSZKOWSKA

wych, czynniki środowiskowe, przyczyniają się
do zaktywizowania tego rvirusa otaz do ujaw-
nienia zakażenia w skali enzootycznej, które
przy użyciu współczesnej techniki wirusologicz-
nej stało się łatwo wykrywalne. Obserwowany
łagodny przebieg zakażenia, często bezobjawo-
wy lub subklini,czny, wskazywać zdaje się na
to, iz choroba ta ma za sobą już określoną prze-
szłość evlolucyjną (12),

Wirus i jego właściwości

Chor.oba wywołana jest przez wirus z glupy
Toga, należący do RNA - wirusów, zawierają-
cych kwas rybonukleinowy. Wirus posiada
otoczkę i jest wrażliwy na działanie eteru, chlo-
roformu, dezoksycholanu sodu i promieni UV.
Wielkość cząstki wirusowej, o konfiguracji ku-
bicznej, waha się od 15 do 100 nrn.

W temperaturze 4"C wirus utrzymuje swoje
właściwości biologiczne przez okres 35 dni, zaś
w temperaturze pokojowej do 24 godzin. Wirus
zachowuje żywotność przez dŁuższy okres czasu
w niskich temperaturach zamrażarki 1ub suche-
go 1odu; posiada on zdolność namnażania się na
hodowlach komórkowych, pochodzących z róż-
nych narządów bydła, głównie zaś na komór-
kach nerki lub jąder cieląt.

Zakażenie zwierząt wirusem powoduje wy-
twarzanie się swoistych przeciwciał neutralizu-
jących oraz wiążących dopełniacz. Wirus posia-
da jeden typ antygenowy, mogący się składać
z różnyclt wariantów serologicznych, wykry-
rvalnych w próbach krzyżowej seroneu,traliza-
cji. Zjawisko to posiada duze znaczerlie prak-
tyczme dla procesu uodporniarria zwierząt szcze-
pionką, dysponuj ąc ą szczepami, odpowiadający-
mi różnym wariantom serologicznym szczepów
terenowych. Wirus biegunki i choroby błon śIu-
zowych spokrewniony jest serologicznie z wi-
rusem klasycznego pomoru świń; przeciwciała
neutralizujące, powstałe w wyniku zakażenia
lub immunizacji, wykazywać mogą naprzemien-
ne działanie w sto,sunku do obydr,rnr wirusów.

Na naturalne zakażenie tym wirusem wrazli-
we jest bydło domowe i dzikie oraz owce i ko-
zy. Serologiczne badania inwentaryzacyjne, wy-
konywane w wielu krajach, wykazały obecność

Zakqżenie bydlo wirusem biegunki
i choroby blon śluzowych
Z zakladu wirusologii Instytutu wete-rynal,ii W Pulawach

Definicja - rys historyczny

Choroba wywołana tym wirusem
stała po raz pierwszy rór,r,nocześnie
sona i wsp. w USA (B) oraz przez Ch
nadzie w 1946 r. (5). Ze względu na charaktery-
styczną dla tej jednostki chorobowej biegunkę
autorzy nadali jej nazwę wirusowej biegunki
(virus diarrhoea). W 1951 r. Ramsey i Chivers

obową,
okaza-
na od-
błonie

śluzowej jamy odu p
go, nadali jej błon
(mucosal disea przyj

nomenklaturze an-
unki i choroby błon
arrhoea - Mucosal

Disease - BVD-},{D).
Od tego czasu zaczęto obserwować tę jednost-

kę chorobową coraz częściej w róznych krajach
europejskichipozaeuropejskich.WPolsce
pierwsze próby izolacji tego wirusa od bizona
w Zoo oraz od chorej krowy dokonał Baczyński
i Majewska w 1971 r. (6). Buczek w 1970 r. (4)
i Samól w 1973 r. (10) wskazali na możIiwość
występowania tej choroby w Polsce. Zebro-wski
i wsp. (13) wykonywali badania serologiczne w
kierunku zakażeń wirusami pneumo- i entero-
tropowyllr-i bydła, w tym również i w kierunku
zakażenia wirusem biegunki i choroby błon ślu-
zowych. Baczyński i wsp. w latach 7974-1975
(I, 2, 3, 7) wykonywali badania serologiczne,
o charakterze inwentaryzacyjnym, nad wystę-
powaniem zakażenia tym wirusem otaz nad
jego rozpoznawaniem w fermach przemysło-
wych bydła, zaś Skulmowska i wsp. (11) doko-
nała charakterystyki właściwości biologicznych
różnych szczepów terenowych wirusa, izolowa-
nych w przebiegu naturalnych enzootii w Pol-
Sce.

Wydaie się, że zarów,mo wirus jak i wywoła-
TLa przez niego choroba istniały od wielu lat,
tylko nie były one dostatecznie rozpoznawane,
na skutek braku odpowiednich metod i technik
diagnostycznych. Ponadto wydaje się, iż aktual-
nie panujące, w warunkach ferm przemysło-
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