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Summary

The role of anaerobes in infections of the alimentary
tract of dogs. I. Isolation of Clostridium spp. from
the alimentary tract

Haemorrhagic gastroenteritis observed in dogs
which had prev10usly been vaccinated against parvo-
virosis and coronavirosis suggested the occurence of
the disease known as haemorrhagic gastroenteritis
syndrome of dogs also in Poland. The disease is caused
most probably by Clostridium spp. To test this, 90
samples of faeces taken from the infected dogs were
examined. In 46 cases (51.11%) the strains of Clo-
Stri mm8 perfringens were isolated in higher numbers
(10"-10%/g). Out of these 8.7% produced enterotoxin,
which was discovered by the PET-RPLA (Oxoid) test.
Clostridium difficile was not found in any of the 30
samples of faeces under study. The occurence of
toxogenic Cl. perfringens strains in the alimentary
tract of dogs may constitute a threat to the health of
humans and animals.

Schorzenia przewodu pokarmowego stanowig
okoto 30% wszystkich zglaszanych przypadk(’)w za-
chorowari pséw. Wymioty i b1egunk1 $3 najczgscie]
wynikiem zakazeni parwowirusami i koronawirusa-

*) Praca realizowana w ramach grantu KBN S5P06K02411

mi. Zasady postgpowania terapeutycznego w klinice
wirusowych schorzen przewodu pokarmowego sa
znane 1 skutecznie realizowane w praktyce weteryna-
ryjnej. Prowadzone od kilku lat rutynowe szczepienia
przeciwko parwowirozie i koronawirozie ewidentnie
zmniejszyly liczbe zachorowan. Ostatnio obserwuje
si¢ zachorowania pséw wczesniej zaszczepionych.
Choroba zaczyna si¢ nagle obfitymi wymiotami, po
kilku godzinach dolacza tryskajaca, krwista biegun-
ka. Psy szybko stabna, leza, a z ziejacego odbytu
bezwolnie wyplywa brunatno-czarny kat o trupim
odorze. Postepujace odwodnienie powoduje zabu-
rzenie rownowagi kwasowo-zasadowej, ostabienie
mig¢sniowo-Sciegnowe, utratg elastycznosci skory,
zmatowienie sier§ci, zaostrzenie ryséw twarzy, ob-
nizenie cieploty wewnetrznej ponizej 37°C. Nastep-
stwem hipowolemii jest wstrzas, czesto prowadzacy
do Smierci. Przebieg kliniczny oraz dane wywiadu
pozwalaja podejrzewaé zakazenie przewodu pokar-
mowego laseczkami beztlenowymi z rodzaju Clo-
stridium, ktore moga by¢ czynnikiem etiologicznym
choroby znanej z pi$miennictwa jako syndrom krwo-
tocznego zapalenia zotadka 1 jelit pséw (skzzjp) (2,
4, 8, 9).

Laseczki Clostridium sa sktadnikiem endogennej
flory przewodu pokarmowego pséw. Te z nich, ktére
cechuje chorobotwérczo$¢ uwarunkowana wytwa-
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rzaniem silnych egzotoksyn, wywotuja toksykoin-
fekcje, enterotoksemie i toksemie. W okres§lonych
warunkach Srodowiskowych CL perfringens i CL
difficile wytwarzaja przetrwalniki, powodujace za-
kazenie per os z ciezkim przebiegiem klinicznym,
krwawymi wymiotami, biegunkami, intoksykacjg 1
wstrzasem septycznym. Z badaii Carman i wsp. (4)
oraz Kruth i wsp. (8) wynika, ze enterotoksyczne
szczepy CL perfringens moga by¢ czynnikami etio-
logicznymi zakaZnych biegunek pséw nie zwigza-
nych z zakazeniami pokarmowymi. Zdolno$¢ do
wytwarzania enterotoksyny nie jest zwigzana z se-
rotypem, a nawet moze si¢ zdarzy¢, ze enterotok-
syczne szczepy obecne w jelitach psow naleza do
wielu serotypow.

Siewstwo zarazka wraz z kalem przez zwierze¢ta
chore lub nosicieli powoduje zakazenia per os pséw
wrazliwych. Przekarmianie lub dtugotrwale leczenie
antybiotykami sprzyjaja wystapieniu zachorowan.

W pismiennictwie krajowym brakuje opracowar
na temat udzialu zakazeri wywotanych bakteriami
beztlenowymi w chorobach przewodu pokarmowego
pséw. Dlatego wydaje si¢ niezbgdne podjecie badan
nad wyjaénieniem ich roli w etiopatogenezie syn-
dromu krwotocznego zapalenia Zotadka i jelit psow.

Material i metody

W latach 1995-1996 badaniem objeto 90 pséw obydwu
plei, réznych ras, w wieku od 16 tygodni do 8 lat, aktualnie
wykazujacych objawy réznie nasilonej biegunki, w tym
budzace podejrzenie skzzjp. Ustalono, ze zwierzeta byly
profilaktycznie szczepione przeciwko noséwce, chorobie
Rubartha, parwowirozie, niektére réwniez przeciwko
koronawirozie. Wobec nadal szerokiego rozpowszechnie-
nia zakazeri wirusem CPV-2 kal pséw zbadano testem
lateksowym (On-Site Biotech, Uppssala — Szwecja) dla
wykluczenia parwowirozy. Przeprowadzono takze 90 ru-
tynowych badafi koproskopowych w celu wyeliminowa-
nia etiologii pasozytniczej schorzenia. Materiat do badan
mikrobiologicznych stanowity probki katu od pséw cho-
rych pobierancgo bezposrednio z prostnicy. Kat wysie-
wano ilo§ciowo na podloza state Brewer Anaerobic Agar
(BAA, Merck) z dodatkiem 5% krwi bydlgcej oraz na
Trypcase Sulfite Neomycin Agar (TSN, bioMerieux). Z
czeéci prébek katu (30) wykonano dodatkowo posiewy
na podtoze Clostridium Difficile Selective Medium (Oxoid)
w celu izolacji Clostridium difficile. Posiewy inkubowano
48-72 godzin w temperaturze 37°C, w warunkach beztle-
nowych uzyskanych metoda GasPak. Z wybranych kolo-
nii wykonywano preparaty barwione metoda Grama. W
przypadku stwierdzenia obecnosci laseczek Gram-dodat-
nich wykonywano posiew odpowiednich kolonii na pod-
toze BAA w celu uzyskania czystej hodowli izolowanego
szczepu. Laseczki redukujace siarczyn, w tym Cl. perfrin-
gens izolowano na podlozu TSN oraz okreslano ich liczbe
jako CFU/g. Szczepy Gram-dodatnich laseczek beztleno-
wych réznicowano na podstawie cech biochemicznych
przy uzyciu testu API 20 A (bioMerieux). Do badan

biochemicznych przygotowywano zawiesiny bakteryjne
z 24-godzinnych czystych hodowli na podtozu BAA. Wy-
krywanie enterotoksyny wytwarzanej przez szczepy CL
perfringens wykonano przy pomocy testu lateksowego
PET — RPLA (Oxoid). Szczepy namnazano na podiozu
ptynnym Schaedlera pod parafina. Po 48-godzinnej inku-
bacji w temperaturze 37°C hodowle odwirowywano przy
8000 rpm przez 10 minut. Toksyng poszukiwano w su-
pernatancie zgodnie z zaleceniami producenta testu. Po-
siew w kierunku bakterii tlenowych wykonywano na agar
odzywczy z krwia oraz podtoze MacConkeya i inkubo-
wano przez 24 godziny w temperaturze 37°C. Wzglednie
beztlenowe pateczki jelitowe identyfikowano na podsta-
wie cech wzrostu na podtozach statych oraz cech bioche-
micznych oznaczanych testem API 20 E (bioMerieux).

Wyniki i oméwienie

W wyniku bakteriologicznego badania 90 prébek
katu pséw z objawami biegunki w 46 przypadkach
(516’11%§ wyizolowano CI. perfringens w liczbie
10°-10" CFU/g. W pozost%chh prgypadkach liczba
laseczek wahata sie od 10° do 10° CFU/g, w tym
w 10 prébkach 10° CFU/g i ponizej. Wyzsze liczby
Cl. perfringens hodowano z reguly z katu zwierzat
z silniej zaznaczonymi objawami biegunki okresla-
nej jako tryskajaca. W brunatno-ciemnym kale o
przykrym zapachu mozna byto takze zauwazy¢ do-
mieszke krwi. Izolowane szczepy Cl. perfringens
na podlozach statych rosty w postaci kolonii typu
R lub S, charakterystycznych dla gatunku (6, 13).
Jeden szczep byl nichemolityczny, pozostate na pod-
fozu z krwia bydleca tworzyly hemolizg typu 8. Na
podtozu TSN wszystkie izolowane szczepy wyka-
zywaty zdolno§é redukcji siarczynu do siarczku.
Pod wzgledem cech biochemicznych oznaczanych
testem API 20 A, izolaty wykazywaty pewne zréz-
nicowanie dotyczace rozktadu: glicerolu, salicyny,
sorbitolu, rafinozy i trehalozy. Do testu na ente-
rotoksyczno§é wybrano szczepy CL perfringens izo-
lowgne z katu pséw w podwyzszonej liczbie (10—
~10° CFU/g). Na 46 hodowli w 2 przypadkach
uzyskano wynik silnie dodatni i w 2 przypadkach
wynik stabo dodatni. Razem stanowi to okolo 8,7%
szczepéw, u ktorych stwierdzono wytwarzanie ente-
rotoksyny.

Udzial Cl perfringens w powodowaniu zakazen
pozapokarmowych i w konsekwencji enterotoksemii
u ludzi i zwierzat gospodarskich podnoszony byt
przez wielu autoréw (2, 3, 5, 8-12). W mniejszym
stopniu podobne zjawiska znane sa u pséw. Udzial
Cl. perfringens typu A w wywolywaniu chronicz-
nych biegunek u pséw oraz obecnos¢ w kale toksyny
neutralizowanej przez antytoksyne A wykazali Car-
man i wsp. (4). Natomiast szpitalne zakazenia psow
szczepami enterotoksycznymi CL perfringens wy-
kazali Kruth i wsp. (8). W obydwu przypadkach
czynnikami przemawiajacymi za udziatem tych bak-
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Tab. 1. Wyniki iloSciowych badan kalu pséw w kierunku
Clostridium perfringens, w tym szczepéw enterotoksycznych
i Clostridium difficile

Liczba probek, z ktérych izolowano
Liczba Clostridium perfringens
prébek L | | Clostridium
kalu | 596_1¢98 lv‘vcztt"j‘arszz:.“(f"’c‘; <10% | difficile
crug | ™Y JACYER | cpu/g
enterotoksyne |
90 46 4 44 -
30* 30 _ 0 0

Objasnienie: * cz¢§¢ prébek katu z puli 90 badanych.

terii w wywolywaniu biegunek byta podwyzszona
liczba zarazkéw w kale i obecnos$¢ toksyny A wy-
kazanej przez Carmanai wsp. (4) oraz enterotoksyny
wykazanej przez Krutha i wsp. (8). Przedstawione
przez nas dane zbiezne s z omdéwionymi wyzej
obserwacjami i podobnie stwierdzono wyzsza liczbe
Cl perfringens w kale pséw, u ktérych dominujacym
objawem byta biegunka. Poniewaz w do§wiadczeniu
braty udziat zwierzgta, ktére trafiaty do kliniki z
réznym rozpoznaniem, w réznym stadium choroby,
w tym takze po przechorowaniu i wcze$niejszym
leczeniu, nalezy zatozy¢, ze wtasciwa grupa badana
byty psy, od ktérych izolowano 107 i powyzej
CFU/g. Z podanych wzgledéw nie mozna byto takze
oznaczy¢ bezposrednio toksyny w kale. Wytwarza-
nie jednak przez czgs$¢ izolatéw Cl. perfringens
(8,7%) enterotoksyny wskazuje na jej potencjalna
rolg¢ w chorobotwérczosci, w tym w wywolywaniu
biegunek. Niewatpliwie na przebieg choroby i mani-
festowanie si¢ jej objawéw moga mieé¢ wplyw inne
egzotoksyny uwalniane przez gwattownie namna-
zajace si¢ Cl. perfringens, czego dowodem byty
odnotowane przypadki szybkiego przebiegu choroby
1 padnig¢ we wstrzasie sugerujace toksykoinfekcije.
Podobne sugestie wysuwane sg rowniez przez innych
autoréw (8). Wykluczenie obecnosci wirusa CPV-2
oraz ewidentnego zarobaczenia u badanych zwierzat,
pozwala podejrzewaé, ze laseczki CL perfringens
moga stanowiC istotny czynnik etiologiczny syn-
dromu krwotocznego zapalenia zotadka i jelit pséw.
Laseczka beztlenowa rzadziej izolowana z katu pséw
ze schorzeniami przewodu pokarmowego jest CL
difficile (1, 2, 10, 12). Z przebadanych 30 prébek
katu, w ktérym stwierdzono wysokie liczby CL per-
fringens nie wyizolowano Cl. difficile. Uwarunko-
wane moze to by¢ faktem, iz drobnoustrdj ten wy-
krywany jest stosunkowo rzadziej jako czynnik etio-
logiczny wymienionego schorzenia lub tez nieod-
powiednio dobranymi warunkami hodowli. Nie-
wykluczone takze, ze pewien wplyw na uzyskane
wyniki wywarla zaobserwowana zalezno$¢ miedzy
czestoscig wystepowania CL difficile w przewodzie
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pokarmowym a wcze§niejszym stosowaniem anty-
biotykéw u pséw (3). Po dlugotrwatej antybioty-
koterapii bowiem czgstotliwos$é izolacji wzrasta o
okoto 8%.

Wydaje si¢ takze, ze wystgpowanie toksynotwor-
czych szczepoéw Cl. perfringens w przewodzie po-
karmowym pséw moze stanowi¢ zagrozenie dla
zdrowia ludzi i zwierzat, co sugeruje konieczno$é
podjecia dalszych badari w celu blizszej charakte-
rystyki zarazka i jego roli epidemiologiczne;j.
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Corynebacterium pseudotuberculosis: badania klinicz-
ne i epidemiologiczne. (Corynebacterium pseudotu-
berculosis infection in Israeli cattle: clinical and epi-
demiological studies). Vet. Rec. 140, 423-427, 1997
(16)

Corynebacterium pseudotuberculosis wywotuje chorobe zaka7na
o chronicznym przebiegu u bydta, bawotéw i koni. W okresie 1989-
-1995 wystapity w Izraelu przypadki zakazenia bydta przez ten za-
razek. Choroba wystepowata sporadycznie w 17 stadach i obejmowata
5% poglowia oraz epidemicznie w 12 stadach, w ktérych zachoro-
wania wahaly sie od 5 do 35%. Bardziej podatne na zakazenie byty
zwierzeta starsze. Choroba nie wystepowata w stadach bydta o pro-
dukcyjnosci miesnej. Posta¢ skéma choroby wystepowata w 92,5%,
posta¢ skérna lacznie z zapaleniem gruczotu mlekowego w 5,9%
przypadkéw, posta¢ skoérna i trzewna w 1,6% przypadkéw. W 10
stadach C. pseudotuberculosis izolowano z gruczotu mlekowego wyka-
zujacego zmiany zapalne oprécz zmian skérnych. W 23 stadach cho-
roba wystapita na wiosne i w lecie, przy czym w 25 stadach zakazenie
utrzymywato si¢ przez 5 miesigcy. Zmiany skéme cofaly sie po le-
czeniu ogélnym i miejscowym po 23,4 dniach. 16,7% zwierzat, u
ktérych choroba przebiegala w cigzkiej formie, eliminowano z ho-
dowli. Zaden z wyizolowanych szczepéw C. pseudotuberculosis nie
redukowat azotanéw,

G.



