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Badania nad wystepowaniem cieptoopornych laseczek
Cl. perfringens A w ziemi oraz w kale zwierzqt zdrowych

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Beztlenowce tzw. grupy Cl. perfringens wy-
stepujag w przyrodzie jako szczepy wytwarza-
jace przetrwalniki cieptooporne i cieptowrazli-
we. Znaczenie tych drobnoustrojéw w patologii
czlowieka i zwierzat wigze sie przede wszyst-
kim z wywolywaniem enterotoksemii (3, 6, 8,
13, 15, 16, 24, 26, 29), zakazen przyrannych
(10, 21, 32, 33) oraz zatrué¢ pokarmowych (17,
18, 19). Enterotoksemie i zakaZzenia przyranne
stanowig schorzenia zwigzane z dzialaniem la-
seczek cieplowrazliwych. Natomiast zatrucia
pokarmowe na tle Cl. perfringens A, bardzo
czeste u czlowieka, a niekiedy wystepujace
rowniez u zwierzat, sg najczesciej wywolywane
przez enterotoksynogenne szczepy cieplooporne
(18, 19), rzadziej przez cieplowrazliwe (17, 25).
Znaczenie gléwnie epidemiologiczne tych scho-
rzen wynika miedzy innymi z rozpowszech-
nienia zarazka w 2 podstawowych biotopach,
ti. w ziemi (4, 21, 39) oraz w przewodzie po-
karmowym czlowieka i zwierzat (22, 23, 30,
31, 34, 36, 38). Ponadto jest ono okreslone ca-
loksztaltem warunkéw wytwarzania i przecho-
wywania $rodkéw spozywczych (18, 19, 40).
Co do opisanych przez Zeisslera i Rassfeld-
Sternberg (40) oraz Egertona i Walkera (11)
zatrué pokarmowych, powodowanych przez CI.
perfringens C, to wystepuja one tylko spora-
dycznie.

Stopiefi rozpowszechnienia laseczek Cl. per-
fringens w ziemi oraz w przewodzie pokarmo-
wym ludzi i zwierzat byl szeroko badany na
calym $wiecie (4, 21, 22, 23, 30, 31, 34, 36, 39),
a takze w Polsce (5, 22). Jednak badan takich
w odniesieniu do szczepéw cieploopornych te-
go gatunku beztlenowca bylo stosunkowo nie-
wiele, a w przypadku kraju — calkowity brak.

W zwigzku z powyzszym niniejszg prace
wilasna ukierunkowano na okreélenie czestotli-
wosci wystepowania cieploopornych drobno-
ustrojow Cl. perfringens A w ziemi oraz w
kale zwierzat zdrowych z terenu wojewéddztwa
”L”-

Material i metody

1. Badany material Ogélem badaniu 'podda—
no 132 proby ziemi pobranej z glebokosci okolo 15 cm,

w tym ziemi uprawnej — 77 préb oraz lesnej — 55,
a ponadto 297 prob kalu od zwierzat, a mianowicie od
bydla — 120, swin — 100, owiec 21 i kur — 56.

2. Tzolacja. Probki ziemi i kalu namnazano w
ilosci okolo 1 g w podlozu Wrzoska przez 24 godz.
w 37°C. W ten sposéb uzyskane hodowle przesiewano
na podloze Zeisslera z neomyeyna (9) i przez 24 godz.
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inkubowano w 37°C w warunkach beztlenowych me-
toda pyrogallolowa wg Pestiego (27). Charakterystycz-
ne dla cieploopornych laseczek Cl. perfringens kolo-
nie z hemoliza typu alfa namnazano w podiozu Wrzos-
ka, a potem w warunkach tlenowych sprawdzano na
ewentualne zanieczyszczenia tlenowcami — przez wy-
siew na podloze agarowe z krwig.

3. Identyfikacja. Przy ustalaniu gatunku wy-
osobnionego beztlenowea sprawdzano wiasciwosei mor-
fologiczne komoérki bakteryjnej i kolonii oraz zdol-
no$é fermentowania laktozy, glukozy, sacharozy, mal-
tozy, mannitu, salicyny i eskuliny. Ponadto okresla-
no takze cechy proteolityczne zarazka w odniesieniu
do 15% zelatyny, $cietej surowicy konskiej (80°C —
1 godz.) i mleka lakmusowego oraz zdolnos$é reduko-
wania azotanéw 1 wytwarzania indolu. Identyfikacje
typu Cl. perfringens przeprowadzano odeczynem sero-
neutralizacji na albinotycznych §winkach morskich —
przy zastosowaniu toksyn otrzymanych w pozywce
wg Prevot i Boorsma (28) oraz wzorcowych surowic
diagnostveznych anty Cl. perfringens produkeji Wel-
lcome Reagents Limited (Anglia).

4. Cienloopornosé zarazka. Wyosobnione
szezepy Cl. perfringens, wytwarzaiace hemolize tyl-
ko typu alfa, wysiewano na podloze FEllnera (12) in-
kubowane przez 48—72 godz. w 37°C. Nastepnie =z
uzyskanych hodowli sporzadzano preparaty barwione
metoda Schaeffera — Fultona dla wykazania prze-
trwalnikéw. Wszystkie kultury zawierajace przetrwal-
niki ogrzewano vrzez 1 godz. w 100°C, po czym sbraw-
dzano ich Zywotnoéé orzez wysiew na podloze Wrzos-
ka z 0.2% NaHCO,. Okres obserwacii w tych vodlo-
zach w 37°C wynosit 7 dni. Za cieplooporne uznawa-
no szezeny, ktére przezywaly 1 godzinne ogrzewanie
w 100°C.

Wyniki

W przeprowadzonych badaniach wyosobnio-
no ogbdltem 45 szczepdéw cieploopornych. ktére
7aszeregowano na podstawie wlasciwosci mor-
fologicznych, hodowlanvch i biochemicznych
do grupy laseczek Cl. perfringens. Odeczynem
seroneutralizacii wszystkie szczepy sklasyfiko-
wano do serotyou A, z tym. ze 32 szczepy byly
toksynogenne, a 13 — slabo toksyczne. Pod
wzgledem morfologicznym przedstawialy sie
one jako laseczki gramdodatnie. tworzac na
podlozu Zeisslera kolonie gladkie i szorstkie
wielko§ci — 3—4 mm. Powyzsze drobnoustro-
je cechowala aktywno$¢ fermentacyjna w sto-
sunku do laktozy, glukozy, sacharozy, malto-
zv. oraz niekiedy salicyny (5 szczepédw). Nato-
miast zaden ze szczepdéw nie fermentowat man-
nitu i eskuliny oraz nie produkowal indolu.
Wszystkie zarazki koagulowaly mleko lakmu-
sowe z powstaniem gabczastego skrzepu Scietej
kazeinv, redukowaty azotany, stabo rozpuszcza-
ty §cieta surowice konska, a wiele z nich roz-
rzedzalo 15% zelatyne (27 szczepow).
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Wyniki badan nad czestotliwosciag wyosab-
niania cieploopornych beztlenowcow Cl. per-
fringens A z ziemi oraz z kalu zwierzat zesta-
wiono w tab. 1. Wynika z niej, ze na 429 zba-
danych materialéw, wynik dodatni izolacji uzy-
skano z 45 préb (10,5%), co wyniosto w przy-
padku ziemi — 5,3%, a kalu zwierzat — 12,8%.

Tab. 1. Czestotliwo§é wystepowania -ciepltoopornych
szezepow Cl. perfringens A w ziemi oraz w Kkale
zwierzat zdrowych

Wynik
Tlo§¢ prob -
Pochodzenie Ilosc
prob Z Wy- W.Y'O‘S@b‘
ogdlem | nikiem nionych
dodatnim SZCZEPOW
Ziemia uprawna 7 7 (9,1%) 7
" leéna 55 0 (0%) 0
Kat swin 100 18 (18%) 18
. kur 56 10 (17,9%) 10
, Owiec 21 2 (9,5%) 2
. krow 120 8 (6,7%) 8
Razem 429 45 (10,5%) 45

Najcze$ciej przy tym badane beztlenowce izo-

lowano z kalu $win — 18% i kur — 17,9%, a
nastepnie owiec — 9,5% oraz krow — Q,'?%.
Odnosnie ziemi — to cieplooporne laseczki Cl.

perfringens A stwierdzono jedynie w 7 prébach
z p6l uprawnych na 77 zbadanych (9,1%), pod-
czas gdy nigdy nie byly wykazane w ziemi
lesnej (ogétem 55 prob zbadanych).

Dyskusja

Gléwnymi rezerwuarami beztlenowcow ro-
dzaju Clostridium w przyrodzie sa ziemia (4,
20, 21, 25) oraz przewdd pokarmowy czlowieka
i zwierzat (22, 23, 30, 31, 34, 35, 38), gdzie wy-
stepuja one prawie w 100% badanych préb
(4, 21, 22). Sposrod tych drobnoustrojow naj-
czesciej spotyka sie laseczki Cl. perfringens A
wytwarzajace przetrwalniki cieplowrazliwe
(17, 35), a o wiele rzadziej — cieplooporne (18,
19). Niniejsze badania wlasne, przeprowadzone
w odniesieniu do bakterii cieploopornych CI. per-
fringens A, potwierdzily w pelni to stwierdze-
nie, wykazujac przy tym, ze rozmieszczenie
zarazka w ziemi jest rozne zaleznie od miejsca
pochodzenia probek. Wskaznik izolacji tych
beztlenoweéw wynidst bowiem dla probek z
p6l uprawnych — 9,1%, a dla ziemi z lasu —
0%. Wynik ten odpowiada danym Macl.ennana
(21), wskazujgcym na czestsze wystepowanie
zarazka w ziemiach uprawnych, niz nieupraw-
nych — pustynnych. Ponadto osiggniety rezul-
tat jest bardzo zblizony do uzyskanego w pra-
cy Wijewanty (39) wskaznika, wynoszgcego —
7,4%.

Odnosnie rozpowszechnienia cieptoopornych
drobncustrojow Cl. perfringens A w kale zwie-
rzat, to otrzymane wyniki badan wlasnych usta-
lity, ze odno$ne zarazki mnajczesciej stwierdza

sie u $win (18%). W 1953 r. Hobbs i wsp. (19)
podali, ze w Anglii bardzo czestym nosicielem
tych laseczek jest réwniez $winia (w 18,4%).
Podobny poglagd wyraza Shigemi (30) w Ja-
ponii, wykazujgc duza role tego zwierzecia ja-
ko rezerwuaru zarazka. Ponadto z danych in-
nych autoré6w wynika, ze oprocz $win bardzo
czesto nosicielami tych beztlenowcow sg takze
psy 1 koty (7) oraz myszy i szczury (19), a tak-
ze czlowiek (1, 2, 14), gdzie wystepujg one w
znacznych ilosciach, dochodzgc do 10%g zawar-
tosci jelit.

W omawianej pracy wlasnej zastuguje tez na
uwage stwierdzone nosicielstwo cieploopornych
laseczek Cl. perfringens u 18% zbadanych kur.
Wynik ten odbiega od wskaznika nosicielstwa,
ktéry w badaniach Shigemi (30) wyniost 3,6%.
By¢ moze, powyzsze odchylenie wynika z réz-
nic w sposobie zywienia ptakéw. Podkresli¢ na-
lezy, ze rozprzestrzenienie zarazka w kale kur
moze mieé znaczenie epidemiologiczne, gdyz
jak wykazali Tsai i wsp. (37) okolo 60% szcze-
pow Cl. perfringens A pochodzacych od tych
ptakow posiada wlasciwosci enerotoksynogen-
ne.

Co do wynikéw badan wlasnych, dotyczgcych
kalu od przezuwaczy tj. owiec i kréow, to wy-
stepowanie tych beztlenowcéw bylo najrzad-
sze (9,5% 1 6,7%) i odpowadalo ogoélnie danym
innych autoréw (19, 30).

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze kal szeregu
gatunkéw zwierzat, a zwlaszcza $§win i kur a
ponadto ziemia uprawna — stanowig gtéwne
nisze ekologiczne dla cieploopornych laseczek
Cl. perfringens A, ktére sg uznane za naj-
czestszy czynnik etiologiczny beztlenowcowych
zatru¢ pokarmowych cztowieka.
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Ieiran 3., Mopascku J. — IIpucyrcrsue Temsroycrcs -

uuBbeIx nanouyexr Cl. perfringens A B zemile u B kare
3M0POBBIX FKMBOTHBIX.

BakrepnoornyeckoMy MCCIe0BAHMIO IIOBEPTIM 132
obpasia BOZE/IbIBAEMBIX M JIECHBIX TOBY U 297 npch
Kaja KOPOB, CBMHelM, OBell M Kyp. TenioyCTOM<UBEIE
aHaspobnr Cl .perfringens A ycramcBuiam B npcbax

zemiin B 5,3% (B 06pasnax BO3MeIbLIBAEMO 3EMJU B
9.1%, & semme u3 mom meca — 0M), a B npoBax kana
B 128% (ceumeir — 18%, xyp — 17,9%, ceeny — 95'%.
wopos — 6,7%). Bee wM3oNMpoBaAHHBIE IITAMMLI MCCHE-
0Bany MOP(OIOTMYeCcKy, HA II0CeBAX U GUOXMMMUE CKIL.

Cygan Z., Morawski L. — Investigations on the occur-
rence of thermoresistant Cl. perfringens A bacilli in
the soil and stools of normal animals.

The examinations concerned the frequency of the
occurrence of Cl. perfringens A in the soil and stools
of normal animals. One hundred and thirty two sam-
ples of soil (cultivated and also taken from the fo-
rest) and 297 samples of faeces of cows, pigs, sheep
and hens were examined. Cl. perfringens was found
in the soil in 5.3% (9.1% from cultivated soil and 0%
from the forest) in the stools of pigs in 18%, hens
in 17.9%, sheep in 9.5% and cows in 6.7%. All the
isolated bacteria were examined taking into conside-
ration their morphology, cultivation and biochemical
properties.

MARIAN JELINSKI, RYSZARD KOSTECKI, MARTA SLUZEWSKA

Aktywnos¢ lipolityczna Bacillus larvae White

Z Zakladu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii w Pulawach

Rola, jaka odgrywa Bac. larvae jako czynnik
patogenny u pszezol. stanowiae jedyna przy-
czyne zgnilca zlosliwego u czerwia, znana jest
od dawna. Wlasciwosci lipolityezne tej laseczki
sa jednak na ogol malo rozpracowane.

Lipaza nalezaca do hydrolaz estréw karbo-
ksylowych, jest enzymem katalizujgeym hydro-
lize tluszczoweow 2z przylaczeniem wody (2),
uwalniajac przy tym kwasy tluszczowe. Me-
tody pozwalajace na wykrywanie tego enzymu
stosowano zardwno u laseczek tlenowych jak
i beztlenowych (3, 4), oznaczajac aktywnosdé i
badajac szybkosé reakeji na podlozach zawiera-
jacych tluszeze i1 substancje tluszczowe (np.
podloze Willisa-Hobbs).

Znaczny postep w badaniach wlasciwodci li-
politycznych nastapit dzieki zastosowaniu Twe-
en’o6w — substancji, ktéore sa poliestrami sor-
bitolu i kwasu palmitynowego (Tween 40), ste-
arynowego (Tween 60) i oleinowego (Tween 80).
Stosujagc Tween’y mozna oznaczyé lipazy w ba-
danym materiale bakteryjnym na podtozu Sier-
ra, w ktérym dzieki zawartosci chlorku wapnia
kwasy tluszezowe uwolnione przez lipaze two-
rzg nierozpuszczalne sole precypitujace w for-
mie krysztaléw o morfologii specyficznej dla
kazdej z tych soli. Krysztaly tworza wokot
kolonii aureole widoczna makroskopowo. Kazdy
rodzaj bakterii lipolityeznych posiada specyficz-
nosé¢ enzymatyczna, pozwalajgca na atakowanie
jednego lub kilku Tween 6w.

Ta dos$é prosta technika, ktora Sebald i Pré-
vot (4) zastosowali z powodzeniem w badaniach
laseczek beztlenowych, pozwolilo na zastoso-
wanie jej w okreSleniu wlasciwosei lipolitycz-
nych Bac. larvae, co stanowilo cel pracy.
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Z Zakladu Badania Chorob Owadow Uzytkowych
Instytutu Weterynarii w Swarzedzu

Uprzednio wykonano badania slwierdzajace
wlasciwosci lipolityezne tych drobnoustrojéw
na zmodyfikowanym podlozu Willisa-Hobbs (1),
zastosowanie podloza z Tween’ami miatoby za-
tem na celu potwierdzenie tych badan.

Material i metody

Szezepy bakieryjine Do badan uzvio 40
szezepOow Bac. lervae, wyizolowanyveh z czerwia cho-
rego na zgnilee zlaSliwy, pochodzaeyeh z bytego waoj,
pozrianskiego czesciowo z bylego woj. krakowskie-
go, Szezep wrzorcowy stanowil szezen B-3650 ofrzy-
many od prof. T. A, Gochnaunera z Kanady #).

Podtozaitechnika. Do izolacii szezepdw uzy—
to zmodyfikowanego podtoza Willisa—-Hobbs (1). Pod-
loze to okazato sie réwniez prevdatne do przechowy-
wania szczepéw na skosach. Ze skoséw przesiewano
szczepy na podloze EA —— Foster i wsp. 1950 (5).
Szczepy dwukrotnie przepasazowane na podlozu EA.
po uzyskaniu odpowiedniego wzrostu przesiewano na
podloze Sierra z dodatkiem Tween’éw -— 40, 60 i 80
wg metody Sebald i Prévot (4). Wymienione podtoze
soorzgdzano na nepfonie Tryptose (Difen), rozlewano
do probéwek aglutynacyinych w slupki i posiewano
przez wktucie (hez uprzedniei régeneracji) materia-
tem pobranym z podicza EA. Inkubacje przeprowa-
dzono w temperaturze 35°C przez olkres 10 dni. Roz-
ktad Tween’dw kontrolowano obserwuige tworzenie
sie  bialych krysztaléw soli wapniowych kwasdéw
tluszczowych wzdluz linii wklucia oraz rejestrowano
stopien aktywnodei 1 crzas wystenowania reakeji
u poszezegdlnych szczepdw Bac. larvae.

Wyniki i omoéwienie

Wyniki badan aktywnosei lipolitycznych 40
badanych szczepéw oraz szezepu wzorcowego
Bac. larvae prrzedstawiono w tab. 1.

*)  Autorzy pragng wyrazi¢ wdziecznosé prof. T. A. Goch-
nauerowi za przestane szczepy.



