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Bodonio nod występowoniem cieploopornych loseczek

Cl, perfringensA w ziemi ollz w kole zwieruqt zdrowych
z zaliładu Hlgieny Weterynaryjnej w Lublinie

Beztlenowce tzw. grupy Cl. perfringens wy-
stępują w przyrodzie iako szczepy wytwarza-
jące przetrwalniki ciepłooporne i ciepłowrażli-
we, Znaczenie tych drobnoustrojów w patologii
człowieka i zwierząt wiąże się przede wszyst-
kim z wvwoływaniem enterotoksemii (3, 6, B,
13, 15, 16, 24, 26, 29), zakażeń przyrannych
(l0, 27, 32, 33) oraz zatruć pokarmowych (17,
18, 19). Enterotoksemie i zakażenia przyranne
stanowią schorzenia związane z działaniem la-
seczek ciepłowrażliwych. Natomiast zattucia
pokarmowe na tle CI. perfringens A, bardzo
częste u człowieka, a niekiedy występujące
również u zwietząt, są najczęściej wylvoły,wane
przez enterotoksynogenne szczepy ciepłooporne
(1B, 19), rzadziej przez ciepłowrażliwe (I7,25).
Znaczenie głównie epidemiologiczne tych scho-
rzeń wynika między innymi z rozpowszech-
rrrienia zarazka w 2 podstawowych bi,otopach,
tj. w ziemi (4, żl, 39) oraz w przewodzie po-
karmowym człowieka i zwierząt (22, 23, 30,
37,34,36, 3B). Ponadto iest ono określone ca-
łokształtem warunków wytwarzania i przecho-
wywania środków spożywczych (18, 19, 40).
Co do opisanych przez Zeisslera i Rassfeld-
Sternberg (40) oruz Egertona i Walkera (11)
zatruć pokarmowych, powodowanych ptzez Cl.
perfringens C, to występują one tylko spora-
dycznie.

Stopień rozpowszechnienia laseczek Cl. per-
frźngens w ziemi oraz w przewodzie pokarmo-
wym ludzi i zwierząt był szeroko badany na
całym świecie (4, 2l, 22, 23, 30, 31, 34. 36, 39),
a także w Polsce (5, 22). Jednak badań takich
w odniesieniu do szczepów ciepłoopornych te-
go gatunku beztlenowca było stosunkowo nie-
wiele, a w przypadku kraju - całkowity brak.

W związku z powyższym niniejszą pracę
własną ukierunkowano na określenie częstotli-
wości występowania ciepłoopornych drobno-
ustrojów Cl. perfrżngens A w ziemi oraz w
kale zwierząt zdrowych z terenu województwa
,rL".

ZYGMUNT CYGAN, LESZEK MORAWSKI

Materiał i metodv
i a ł. Ogółem r"a".ri,, podda-
anej z głębokości około 15 cm,

- 7? prób oraz leśnej - 55,
od zwierząt, a mianowicie od

00, owiec 21 i kur - 56.

2. Tzolacja. Próbki ziemi i kału namnażano w
ilości_ około 1 g w po przez 24 godz.
w 37oC. W ten sposób ie przesieńano
na podłoże Zeisslera z przez 24 godz.
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inkubowano w 37oC w warunkach beztlenowych me-
todą pyrogallolową wg Pestiego (27). Charakterystycz-
ne dla ciepłoopornych Iaseczek CL, perfrżngens kolo-
nie z hemolizą typu alfa namnażano w podłożu Wrzos-
ka, a potem w warunkach tlenowych sprawdzano na
ewentualne zanieczyszczenia tlenowcami - ptzez wy-
siew na podłoże agarowe z krwią.

3. Tdentyf ikacja. Przy ustalaniu gatunku wy-
osobnioneqo bezt].enolvca sprawdzano właśeiwości mor-
fologiezne komórki bakteryjnej i kolonii oraz zdol-
ność fermentowania laktozy, glukozy, sacharozy, mal-
tozy, mannitu, salicyny i eskuliny. Ponadto określa-
no także cechy proteolityczne zatazka w odniesieniu
do 150/o żelatyny, ściętej surowicy końskiej (BOoC -1 godz.) i mleka lakmusowego oraz zdolność reduko-
wania azotanów i wytwarzania indolu. Identyfikację
typu Cl. perfringens przeprowadzano odczynem sero-
neutralizacji na albinotycznych śrvinkach morskich -przy zastosowaniu toksyn otrzymanych w pożywce
1llq Prevot i Boorsma (28) oraz wzorcowych surowie
diagnostycznych anty Cl. perlrźngens produkcji \łlel-
1come Reagents Limited (Anglia).

4. Ciepłoopornoś ć zar azka. Wyosobnione
szczepy Cl. perJringens, wytwarzaiace hemolize tyl_
ko typu alfa, wysiewano na podłoże Fllnera (12) in-
kubowane przez 48-72 godz. w 37oC. Następnie z
uzyskanych hodowli sporzadzano oreparaty barwione
metodą Schaeffera - Fultona dla wykazania prze-
trwalników. Wszystkie kultury zawierające przetrwal-
niki ogrzewano Drzez 7 god,z. w 100oC, po ezym soraw-
dzano ieh żywofność orzez wysiew na podłoże Wrzos-
ka z 0.2% NaHCO.. Okres obserwacii w tych oodło-
żach l,rz 37oC rvynosił 7 dni, Za ciepłooporne uznawa-
no sza7eoy, które przeżywały 1 godzinne ogrzewanie
w 100oC.

Wyniki
W przeprowadzonych bedaniach wyosobnio-

no ogółem 45 szczepów ciepłoopornych. które
7,aszeregowano na podstawie właściwości mor-
fologicznych, hodowlanvch i biochemicznych
do grupy laseczek Cl. nerJringens. Odczynem
seroneutralizaeij wszystkie szczeny sklasyfiko-
wano do serotypu A. z tyrn^ że 32 szczepy były
toksynogenne, a 13 

- 
słabo toksyczne. Pod

względem morfoloFicznym przedstawiały się
one jako laseczki pramdodatnie, tworząc na
podłożu Zeisslera kolonie gładkie i szorstkie
wielkości 

- 
3-4 mm. Powyższe drobnoustro-

je cechowała aktywność fermentacvjna w sto-
sunku do laktozy, glukozy, sacharozy, malto-
7,v. oraz niekiedy salicyny (5 szczeoów). Nato-
miast żaden ze szczepów nie fermentował man-
njfu i eskuliny oraz nie produkował indolu.
Wszystkie zarazki koaqulowały mleko lakmu-
sowe z powstaniem gąbczastego skrzepu ściętei
kazeinv, redukowały azotany, słabo rozpu szcza-
ły ścieta surowicę końską, a wiele z nich roz-
rzedzało 15ło żelatynę (27 szczepów).
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Wyniki badań nad częstotliwością wyosab-
niania ciepłoopornych beztlenowców Cl, per-
Jringens A z ziemi oIaz z kału zwierząt zesta-
wiono w tab. 1. Wynika z niej, że na 429 zba-
danych mat i uzy-
skano z 45 przy-
padku ziem l2,B0l0.

Tab. 1. Częstotliwość w;nstępowania ciepłoop,oynygl,I
szczepów Cl. pertri,ngens L w ziemi o,raa w kale

zwi,erząt zdr,ołwych

się u świń (18ło). W 1953 r. Hobbs i wsp. (19)
podali, że w Anglii bardzo częstym nosicielem
iych laseczek jest również świnia (w 1B,40/o).

Podobny pogląd wyraża Shigemi (30) w Ja-
ponii, wykazując dużą rolę tego zwierzęcia ja-
ko rezerwuaru zarazka. Ponadto z danych in-
nych autorów wynika, że oprócz świń bardzo
często nosicielami tych beztieno\Mców są także
psy i koty (7) oraz myszy i szczury (19), a tak-
że człowiek (l, 2, 74), gdzie występują one w
znacznych ilościach, dochodząc do 109/g zawar-
tości jelit.

W omawianej pracy własnej zasługuje też na
u\Magę stwierdzone nosicielstwo ciepłoopornych
laseczek Cl. perJrżngens u 1B0/o zbadanych kur.
Wynik ten odbiega od wskaźnika nosicielstwa,
który w badaniach Shigemi (30) wyniósł 3,60/o.
Być rnoże, powyższe odchylenie wynika z róż-
nic w sposobie żywienia ptaków. Podkreślić na-
|eży, że rozptzestrzenienie zarazka w kale kur
może mieć zr.aczerrie epidemiologiczrle, gdyż
jak wykazali Tsai i wsp. (37) około 600lo szcze-
pów Cl. perfrżngens A po,chodzących o,d tych
ptaków posiada właściwości enerotoksynogen-
]ne.

Co do wyników badań własnych, dotyczących
kału od przeżuwaczy tj, owiec i krów, to wy-
stępowanie tych beztlenowców było najrzad-
sze (9,50/o i 6,7010) i odpowadało ogólnie danym
,innych autorów (19, 30).

Reasumując należy stwierdzić, że kał szeregu
gatunków zwierząt, a zwłaszcza świń i kur a
ponadto ziemia uprawna - stanowią główne
nisze ekologiczne dla ciepłoopornych Iaseczek
CL. perfrźngens A, które są uznane za nai-
częstszy czynnik etiologiczny beztlenowcowych
zatruć pokarmowych człowieka.
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pochodzenie
prób

Ziemia uprawna
,, leśna

Kał świń
,, kur
,, o,\Mrec

,, krów
F,azem

Wyni[<

z wy-
nikiem

d,odatnim

Iiość
w;rosob-
ni]onych

szczepów
ogółem

7
0

18
10
2
8

45

7
0

1B
10
2
8

45

ll
55

100
56
2l

120
429

(9,1Vo)
(090)
(180ń)
(1?,9%)
(9,50ń)
(6,?%)
(10,50ń)

Najczęście wce lzo-
lowano z l7,90lo, a

następnie - 
6,70ln,

Odnó3nie eczki Cl,
perJr próbach
Ż póI 0/o), pod-
czas w Zleml
1e śne

Dyskusja
Głownymi beztlenowcow ro-

dzaju Clostrż dzie są ziemia (4,

20, 21,25) or armowy człowieka

Jrżngens A, potwierdziły w pełni to stwierdze-
nie, wykazując przy tyrn, że rozmieszczenie
zarazka w ziemi jest różne zależnie od miejsca
pochodzenia próbek. Wskaźnik izolacji tych
beztlenowców wyniósł bowiem dla probek z
pól uprawnych - 9,10ń, a dla ziemi z lasu -
00/o. Wynik ten odpowiada danym Maclennana
(21), wskazującym na częstsze występowanie
zarazka w ziemiach uprawnych, niż nieuprarv-
nych - 

pustynnych. Ponadto osiągnięty rezul-
tat jest bardzo zbliżony do uzyskanego w pra-
cy Wijewanty (39) wskaźnika, wynoszącego -7,40lo.

Cdnośnie rozpowszechnienia ciepłoopornych
drobnoustrojów Cl. perfrżngens A w kale zwie-
rząt, to otrzymane wyniki badań własnych usta-
Iiły, że odnośne zarazkt najozęściej Ńwierdza

27,

24.
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flprłcyrcrrrłe rerrxoycrcil-
qIłBBIx IIaJIorIeK Cl. perfringens A r 3€MJIe ,! B InaJ:€
3Ao poBLIX }KrlBoI,IłBIX.

Baxreplło ]4r]ecKoMy rlccJ]eAoBaHlTo notsepl;rtrt 132
o6pasqa eo JlblBaeMLIx ,1 JIecHL,Ix noBrl il 297 lpcll
KaJIa KopoB, cemneft, oBeI_J 14 xyp. Tennoycrolż.lNelre
aHaopo6r,r Ci.perfringens A ycTaHcBr{JIr{ e np:6a:<

3eMJII{ B S,3% (B o6pasqax Bo3AeJIL,IBaeMoż:elłnlr e

AoBa JIr{ lłopSonorlłve cKr{, Ha no ceBax vr E nexutyluge crlą.

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

The examinations concerned the frequency of the
occurrence of Cl. perfringens A in the soil and stools
of normaI animals. One hundred and thirty two sam-
ples of soil (cultivated and also taken from the fo-
rest) and 297 samples of faeces of cor,vs, pigs, sheep
arrd hens were examined, Cl. perfringens was found
in the soi1 in 5,30/o (9.10/o from cultivated soil and 00/o

from the forest) the stools of pigs in 180ń, hens
in 17.90ń, sheep i 9.5% and cows in 6.?0/o. A11 the
isolated bacteria were examined taking into conside-
ration their morphology, cultivation and biochemica1
properties.
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Aktywność !ipolityczno Bocillus lorvoe White
Z Zakladl 

^4ikrobiologii 
Instytutu Weterynarii \V PUławach

Rola, jaką odg,rywa Bac. larug"e jako czynnik
u yną przy-

1ca znana jest
wł ej laseczki
na e.

Lipaza należąca do hydrolaz estrów karbo-
ksylowych, jest hydro-
lizę tŁuszczowc dy (2),
uwalniając prz e. Me-
tody pozwalające na wykrywanie tego enzymu
stosowa 1aseczek jak
i beztle oznaczaj ść i
badając ji na pod ęra-jących tłuszcze i substancje tłuszczowe (np.
podłoze Willisa-Hobbs).

znaczny postęp w badaniach właściwości ]i-
politycznych nastąpił dzięki zastosowaniu Twe-
en'ów 

- substancji, które są polies,trami soI]-
bitolu i kwasu palmitynowego (Tween 40), ste-
arynowego (Tween 60) i oleinowego (Tween B0).
Stosuiąc Tween'y można oznaczyć lipazy w ba-
danym materiale bakteryinym na podłozu Sier-
ra, w którym dzięki zawartości chlorku wapnia
kwasy tłusz,czowe uwolnione przez lĘazę two-
rzą nier,ozpuszczalne sole precypitujące w for-

nej dla
wokół

. Kazdy
ecyficz-

ność enzymatyczną, pozwalającą na atakowanie
iednego lub kilku Tween ów,

Ta dość prosta technika, którą Sebald i Prć-
vot (4) zastosowali z powodzeniem w badaniach
1aseczek beztlenowych, pozwoliło na zastoso-
wanie jej w określeniu właściwości lipolitycz-
nych Bac. laruae, co stanowiło cel pracy.
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Z Zakladl Badania cholób ow.adów Użytkoul}ich
Instytlltu Weterynalii s, SuIarZędZLr

badania ące
e tych dl ót,
dłożu \Ąrjl1 (1),

zastosowanie podłoza z Tween'ami miałoby za-
tem na cełu potłvierdzenie tych badań.

Materiał i metor]v

z byłeg6
j. k:cakorłl
B-3650 o

anady *).

Podłoż,attechnika. D
to zmodyfikowanegjo podłoża
loże to okazało się również o
wania szczepów na sko,sach.
szczepy n,a podłoźe EA - Foster i wsp. 1950 (5),
Szczepy dwukrotnie przepasażorr,rane na podłcżu E.A.po uzyskaniu oCpowiedniego wzrostu przesiewano napodłoże Sierra z dodatkiem Tween'ów - 40. 60 i B0
rvg metody Sebal.ri i Próvot (4). Wl,rnienione podłoże
snorządzano na rozlewano
d,l probówek a posiewano
nrzez wkłucie materia-
łem pobranym rzeprowa-
dzono ,w tempe dni, Roz-kład Tween'ów kontrolowano obserrvu jac t,"l.;ol.zeniesię białych kryształów soli rł,apniorłrych kwasów
Łł_u.szczowych wzdłuż linii -wkłucia oraz rejestrowano
stopień aktywności i czas ,wystenoulania realkcji
u poszczególnych szczepów Bac. Iaruae.

Wyniki i omówienir:

Wyniki badań aktywności lipolitycznych 40
badanych szczepóv/ oraz szczepu wzorcowego
Bae. Iaruae ,orzedstawiono w tab. 1.

*) Autorzy plagną wyrazić M,dzięczność prof. T. A, Goch-
naucrou,i Za prZeS)ane s7-czapy,


