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artykut przeglgdowy

Wiasciwosci, mechanizm dzialania
i rola chorobotwoércza toksyny
alfa C. perfringens

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Stowicza 2, 20-336 Lublin

C. perfringens nalezy do najwazniejszych i naj-
czesciej wystepujacych chorobotwérezych laseczek
Clostridium (9, 17, 30, 50, 51). Drobnoustréj wy-
twarza szereg gtownych toksyn letalnych (ang. maior
toxins — alfa, beta, epsilon, jota) stanowiacych o
wyrdznianiu 5 typow toksycznych zarazka (A, B,
C, D, E, wg 30), ktérych odrgbnos$¢ antygenowa i
specyficzny dla nich mechanizm oddziatywania de-
terminuja role chorobotwércza poszczegdlnych se-
rotypow (22, 32). Przyblizenie w odniesieniu do
toksyny alfa tej problematyki — w pewnym z ko-
niecznoSci tylko zarysie — jest celem tego artykutu.

Wiasciwosci

Toksyna alfa (fosfolipaza C, lecytynaza C, kom-
ponent alfa, czynnik alfa) jest wytwarzana przez
laseczki wszystkich serotypéw C. perfringens (51),
ale w najwyzszej koncentracji przez przynalezne do
typu A (30,32, 41, 50). Jej wytwarzanie determinuja
geny vir R i vir S (28, 29) zlokalizowane w przy-
padku toksyny alfa przypuszczalnie w miejscu plc
chromosomu (5, 42). Spekuluje sig, ze struktura plc
stanowli aktywator odpowiedzialny za poziom tok-
syny alfa wytwarzanej przez szczepy C. perfringens

(42). Sekwencja okoto 100 nukleotydéw plc koduje
jej wlasciwosci enzymatyczne (takze aktywnos¢ jako
sfingomielinazy, wg 26), stanowiacej pojedynczy
polipeptyd (43). Jego region korficowy N, zawiera-
jacy grupe tyrozyny, przypuszczalnie odpowiada za
wplyw letalny i hemolityczny, nadto enzymatyczny
oraz agregujacy plytki (37, 44, 57, 61). Natomiast
odcinek C o prawdopodobnej homologii z arachi-
donato 5-lipooksygenaza warunkuje efekt zapalny
(63). Podkresli¢ nalezy, ze usunigcie regionu C re-
dukuje ale nie znosi catkowicie aktywnosci toksyny
alfa jako sfingomielinazy (63).

Osobliwoscig komponenty alfa jest fakt, ze za-
wiera w swoim skfadzie jony Zn"", zatem posiada
wihasciwo$¢ enzymatyczng cynko-metalo-fosfolipa-
zy C (lecytynaza C), oddzialywujacej letalnie (63),
nekrotycznie (31) 1 hemolizujaco (43, 59) — w prze-
ciwienstwie do analogicznej lecytynazy spotykanej
u innych bakterii, w tym Bacillus cereus, ale po-
zbawionej podobnej aktywnosci (28, 70).

Cigzar molekularny toksyny alfa wynosi od 43 000
(25) do 54 000 (51), a punkt izoelektryczny osiaga
w pH 5,4 (51, 52), przy ktérym ujawnia si¢ obecnosé
2 form jadu (alfa A, alfa B, wg 49, 52). Sugahara
1 Ohsaka (56) rozdzielili toksyng alfa réwniez na
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dwie molekularne formy L1 i L2 (punkty izoelek-
tryczne odpowiednio 5, 3, i 5, 6) bez utraty jej
aktywnoSci biologicznej (52, 53). Z trypsyna wiaze
si¢ funkcje¢ inaktywujaca toksyny (51), natomiast
stymulujaco dziataja jony Ca™ (niezbedne w wia-
zaniu z substratem) i Zn' ' (wplyw aktywujacy).
Titball 1 wsp. (61) inkorporowali fragmenty genomu
C. perfringens A w plazmid pateczki E. coli uzys-
Kujac wytworzenie identycznej w swoim dzialaniu
fosfolipazy, o analogicznym cig¢zarze molekularnym
(polipeptyd 399. aminokwasowy, wg 65).

Rézne laseczki Clostridium (C. barati, C. bifer-
mentans, C. paraperfringens, C. absonum, wg 35,
40) produkuja takze fosfolipazg C podlegajaca neu-
tralizacji antytoksyna alfa, aczkolwiek proces ten
wymaga wyzszej koncentracji przeciwcial (51). Daw-
ke letalna oczyszczonej toksyny alfa C. perfringens,
w przeliczeniu na kg/masy ciala myszy (iniekcja
droga 1.v.), wyliczono na 3 pg (47) — 5 ug (4).

Toksyna alfa rozpuszcza erytrocyty w reakcji zwa-
nej ,hot-cold” (okresla warunki termiczne dla lizy
krwinek, wg 59, 62). Erytrocyty owcze zawieraja
duzo sfingomieliny ale niewiele fosfatydycholiny
(11), zatem mozliwe, ze w 4°C nastgpuje hydroliza
struktur sfingomielinowych, a efekt lityczny w 37°C
wskazuje — dodatkowy jeszcze — na rozpad fosfa-
tydycholiny (61).

Komponent alfa C. perfingens jest w zasadzie
cieplowrazliwy (inaktywacja w 60-70°C). Czgs¢ tok-
syny tatwo jednak wytwarza nierozpuszczalny kom-
pleks z wapniem i fosforem, mozliwy do oddzielenia
wirowaniem. Ponowne ogrzanie w 100°C warunkuje
wystapienie fenomenu odzyskiwania fosfolipazy
(uwolniona w czgsci z powyzszego, mato stabilnego,
potaczenia enzymu z jonami Ca'', wg 51, 69).
Silnie unieczynniaja lecytynaz¢ zwiazki redukujace
(kwas tioglikolanowy, cysteina, siarkowodor, wg 51).

Poszczegdlne wptywy toksyny alfa (letalny, jako
fosfolipazy, hemolityczny, agregujacy ptytki) nie
podlegaja jednakowej redukciji przez uzyte zwiazki
chemiczne (N-acetylimidazol, tetranitrometan, N-
-etylmalemid). Pewne struktury jadu alfa, zwlaszcza
zwiazane z histydyna i tyrozyna, w rozny sposob
ulegaja temu oddziatywaniu (m.in. nie zmienia si¢
efekt lecytynazowy), co moze dowodzi¢ istnienia
kilku determinantéw aktywno$ci biologicznej tok-
syny, wg 44).

Mechanizm dzialania

Toksyna alfa (fosfolipaza C) hydrolizuje fosfa-
tydycholine bton fosfolipidowych komoérek (45, 61)
uwalniajac — jako produkty koricowe — fosforocho-
ling i 1, 2 diacyloglicerol (29). Niszczy takze, acz-
kolwiek stabiej, struktury sfingomielinowe (pota-
czenia sfingozyny z fosforocholina, wg 27, 43).
Nastepstwem jest martwica komérek (wptyw gtdéw-
nie cytolityczny, wg 43), nadto dzialanie leukocy-
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Ryc. 1. Mechanizm dzialania toksyny alfa

tobdjcze 1 hemolityczne (9, 12). Ostatecznie pro-
wadzi to do bradykardii, zaburzein w krazeniu i
Smiertelnego wstrzasu (55, 63).

Szczegdétowy mechanizm dziatania na komorki
eukariotyczne toksyny alfa — jako fosfolipazy C —
przedstawiaryc. 1, wg 61, zmodyfikowana. Wynika
z niej, Ze uszkodzenie btony komérkowej — przez
powstaty z rozpadtego fosfolipidu diacyloglicerol —
aktywuje reakcje kaskadowa kwasu arachidonowego
i stymuluje biatkowg kinaze¢ C, nadto uczynnia ka-
naty wapniowe.

Lize bton komdérkowych przez toksyng alfa po-
przedza zwiazanie jej przy udziale jonow Ca™ z
wywotaniem nastgpowej hydrolizy fosfatydycholiny
pod warunkiem, ze ciSnienie powierzchniowe ko-
morki nie przekracza 35-40 dyn/cm (34), a zblizong
wartoS¢ stwierdza si¢ m.in. w erytrocytach owczych
(31-35 dyn/cm, wg 12), ktdre tez najtatwiej ulegaja
lizie (61).

Powstaty diacyloglicerol wptywa na komorke
aktywujac bezposrednio kaskade kwasu arachidono-
wego po konwersji diacyloglicerolu — wewnatrz-
komoérkowaq lipaza — w monoaciloglicerol (13, 16).
Posrednia natomiast droge stwarza stymulacja $rod-
komorkowej fosfolipazy A2 (20, 21). Mechanizmy
te prowadza do wytworzenia tromboksanu A2, po-
teznego mediatora odpowiedzi zapalnej (16) 1 pro-
staglandyn (13). Odpowiedzig na ich wptyw jest
stan zapalny i skurcz obwodowych naczyi krwio-
nosnych (anﬁgiospasmus), poprzedzony aktywacja
kanatéw Ca™" (44), nadto agregacja ptytek (16).
Powstale zaburzenia polegaja na zaktécaniu w prze-
ptywie krwi (niedokrwienie, ischaemia) z nastgpo-
wym niedotlenieniem (hypoksia) nasilajacym roz-
wo0j laseczki C. perfringens (61). Inne pochodne
kwasu arachidonowego. tj. leukotrieny (C4, Da)
wzmagaja z kolei przepuszczalnoS¢ (perspiratio, wg
58) naczyn krwiono$nych skéry doprowadzajac do
zalegania ptynéw w przestrzeniach pozanaczynio-
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wych (3, 46). Wyrazano sugestie, ze powstaly w
wyniku dziatania fosfolipazy C diacyloglicerol imi-
tuje wplyw enzyméw normalnych komoérek eukario-
tycznych stuzac jednoczesnie jako wtdérny ,,messenger”
(informator, wg 3) dla ich wtasnych fosfolipaz w re-
akcjach o sprzgzeniu zwrotnym (15, 61).

Wedhug Smitha (51) wstrzyknieta dozylnie toksy-
na alfa powoduje:

— uszkodzenie Srédbtonka kapilar naczyniowych
prowadzace do wzrostu ich przepuszczalnosci,

— poczatkowo skrocenie, a nastgpnie przedtuzenie
czasu krzepnigcia krwi przez wptyw na ich ptytki
(nastgpstwem migkki skrzep),

— toksyczny wplyw na watrobe, szczegdlnie na
ich mitochondria. Po domig$niowej natomiast iniek-
cji toksyny alfa wiaze si¢ ona z bfona komorek w
sposéb nieodwracalny (1, 24, 54).

Wywotane choroby

Najwicksze znaczenie przypisuje si¢ toksynie alfa
C. perfringens A w wywotywaniu zgorzeli gazowej
(51, 67), powstajacej w wyniku pourazowego nie-
dokrwienia tkanek (ischaemia) i nastgpowego ich
niedotlenienia (hypoxia). Stan ten jest wywotywany
czesto zaci$nigeiem tetnic podczas zabiegu ampu-
towania konczyn (36, 53, 61). Rozwini¢ciem si¢
zgorzeli gazowej zagrazaja rany odnoszone w trakcie
wojen (predysponujaca rola ciat obcych w powsta-
waniu infekcji, wg 36, 58) i w wypadkach komu-
nikacyjnych (24, 66). Podobne, chociaz znacznie
mniejsze ryzyko, stwarzaja zabiegi chirurgiczne,
zwlaszcza na zmienionym — przez rézne procesy
chorobowe — przewodzie pokarmowym (26). Poza
tym zakazenia takie spotyka si¢ w septycznych po-
ronieniach (23), nadto w rozlegtych oparzeniach
(10) oraz cukrzycy (22), przebiegajacej z zaburzo-
nym — w kodicowym stadium schorzenia— krazeniem
obwodowym krwi (6). Wyjatkowo zdarza si¢ spon-
taniczny rozwéj choroby, ewidentnie nie zwigzanej
z urazem (60). Opisywano réwniez endogenne in-
fekcje np. powstate w wyniku perforacji przez proces
nowotworowy okr¢znicy (26), w ktérej drobnoustréj
normalnie rezyduje (53, 54).

Decydujacy w rozwoju zgorzeli gazowej jest cyto-
lityczny wplyw fosfolipazy C (51, 61, 62, 67), ni-
szczacej lecytynowo-sfingomielinowy zrab bton ko-
morkowych, co warunkuje szerzenie si¢ Srodkomor-
kowo infekcji (infectio intracellularis, wg 6) przez
ciggtos$¢ tkanek (per continuitatem) na zdrowe, nie-
uszkodzone urazem obszary — warunkujac ostate-
czny obraz zgorzeli gazowej, w istocie bgdacej bez-
tlenowcowa martwica migsni (myonecrosis anaero-
bica, wg 4, 6, 31, 53).

Namnozenie C. perfringens A w jelitach, a nawet
wytworzenie w nich toksyny, spotyka si¢ u pacjen-
tow z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw (38). Za-
tem catkiem mozliwa wydaje si¢ by¢ sugestia, ze

wytwarzany przez czynnik alfa stan zapalny odgry-
wa rolg przyczynowa w chorobie LeSniowskiego-
-Crohna (19, 20).

W przeciwienistwie do powyzszych ustalen udziat
toksyny alfa w enterotoksemii zwierzat nie jest taki
pewny (9, 54). Uznajac bowiem za beztlenowcowy
enterotoksemi¢ ostrag, zwykle $miertelna chorobe
charakteryzujaca si¢ wystgpowaniem w tresci jelit
i we krwi gtéwnych egzotoksyn C. perfringens wy-
tworzonych w wyniku gwaltownego namnozenia si¢
zarazka w przewodzie pokarmowym (18, 53) — za-
skakuje w przypadku toksyny alfa fakt, ze z reguty
nie jest ona wykrywana (4, 8, 32, 53) z powodu
szybkiego wiazania przez receptory bton komorko-
wych, zatem in situ dziatania (7, 9). Poniewaz przy-
padki nie spetnienia zatozen powyzszej definicji sa
niemal reguta (7, 8, 9, 32, 54) podwaza to dluzsze
utrzymywanie takiej formuty beztlenowcowej ente-
rotoksemii, tym bardziej Ze narasta znaczenie — nie-
jako kompansacyjnie — klinicznych przejawow za-
istniatych oddziatywan toksycznych i okreslania
liczby laseczek C. perfringens A jako dowodu ich
namnozenia w jelitach (9, 51, 54). Sposréd tych
nowych, a diagnostycznie znaczacych uzewnetrz-
nien w oddziatywaniu toksyny alfa najbardziej prze-
konuja réznorakie oznaki uszkodzenia czerwonych
krwinek (hemoliza, hemoglobinuria, z6ttaczka, cyt.
wg 9, 36, 48), a nickiedy nawet mozliwos¢ wykrycia
we krwi antytoksyny alfa (68). Zaznaczy¢ nalezy,
7ze w zakazeniach ciclat na tle C. perfringens A, u
ktérych nie stwierdzano tgoksyny a}ga, liczba drob-
noustroju osiagata 1,2x107°-6,3x10""/g tresci jelito-
wej (7).

Zdarza sie, ze bramy wejscia C. perfringens A —
jako zrédta toksyny alfa — pozostaja nieznane (40,
64) i nawet tak powstata toksoinfekcje¢ charakte-
ryzuje gwattowny przebieg (padnigcia we wstrzgsie
w ciggu 3 godzin) z uogdlniong hemoliza, nadto
anuria (40) oraz $miertelnoscia siggajaca 100% (39,
40). W dawniejszych opisach, sprzed 10 lat (39),
objawy silnej hemolizy, wywotane oddziatywaniem
komponenty alfa, zdarzaty si¢ zwykle w komplika-
cjach poporodowych i poaborcyjnych (23, 39). Obec-
nie natomiast cz¢s$ciej ujawniaja si¢ one jako zaka-
zenia endogenne, tj. wystgpuja np. przy spadku
odporno$ci w chorobie nowotworowej (2, 19), nadto
predylekcyjnie towarzysza ropniom watroby (33) i
schorzeniom drog zo6tciowych (14).

Wskazano na przydatno$¢ immunoprofilaktyki w
ograniczaniu chorobotwoérczego wptywu toksyny al-
fa w zachorowaniach zwierzat, gtéwnie jako zgorzeli
gazowej, aczkolwiek dotychczas nie sprawdzono czy
przygotowywane toksoidy nie zawieraty innych je-
szcze antygenow C. perfringens A (61). Niemnie]j
wiadomo, ze mozna uzyskaé poliwalentng szcze-
pionke (przyktadem anatoksyna o sktadzie C. per-
fringens — C. septicum — C. novyi) prezentujaca
wysoka warto$¢ uodparniajaca (83%—94% owiec za-
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bezpieczonych, czas trwania niewrazliwo$ci na za-
kazenie okolo jednego roku). Przydatno$¢ praktycz-
na preparatu okreSla stopief zaistnialego ryzyka
zwierzat na toksoinfekcje (zalecana preimmunizacija,
gtownie przed zabiegami na koriczynach, nadto w
rejonach wystepowania stacjonarnych zachorowar,
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