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ZYGMUNT CYGAN

cr. bołulinum
Zogodnienie onłygenów,,nierozpuszczalnych" w identyfikocii

Katedla Mikrobiologii *iiiłiJ, 
weterynarii

Kierownik: prof. dI T. JASTRZĘBSKI

Diagnostyka laseczek Cl. botulźnum jest za,
gadnieniem trudnym, złożonyrn i definitywnie
jeszcze nie rozwiązarlym. Podstawowa metoda
identyfikacyjna polega na analizie tzw. ,,anty:
genów rozpuszczalnych", tj. toksyn, przy po-
mocy seroneutralizacji. Ma ona kolosalne zna-
czenie praktyczne, niemniej jednak z nauko-
wego punktu widzenia, musi budzić pewne za-
strzeżenie, gdyż nie może być użyta w sto-
sunku do wszystkich szczepów, które nie pro-
dukują lub zatraciły zdolność wytwarzania

stycznych ze względu na niestałość powyższych
cech. Jednym z głównych testów biochemicz-
nego różnicowania nietoksynotwórczych szcze-
pów Cl. botulinum, od podobnych do nich
szczepów Cl, sporogenes, ma być odczyn na
skatol, Jednak ja[< to wynika z własnych
obserwacji, metoda ta zawodzi nawet w tym
wąskim zakresie, gdyż wypada ujemnie z wie-
loma szczepami uznanymi za Cl. sporogenes.
W zwtązku z powyższym należy sądzić, że
przebadanie antygenów,,nierozpuszczalnych"

- komórkowych jest jak najbardziej aktualne,
gdyż stwarza nowe możliwości, dotychczas
niewykorzystane.

Dotychczasowe badania nad antygenami ko-
mórkowymi laseczek Clostridżum doprowadziły
do ustalenia ich pewnej praktycznej przydat-
ności dla róznicowania nietoksynotwórczych
szczepów Cl. botulżnum od Cl. sporogenes
(49, 53), Cl. sordellż od Cl. biJermentans (32,
33, 34), Cl. Jeserż od Cl. septżcum, (1, 45), jak
również orzy identyfikacji szczepów Cl, oede-
matżens (2), typów CI. tetanż (23, 25) i szcze-
pów zatruć pokarmowych Cl. perJringens A
(1 1).

zakład Higieny wetelynaryJnej w Lublinie
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Prace nad serologicznym usystematyzowa-
niem ziąrniaków rodzaju Streptococcus (1B),
oraz pał6.czek Salmonella (16) i Escherżchżo (15)
wywarły wyraźny wpływ na tok badań nad
antygenami komórkowymi laseczek beztleno-
wych. Badania takie podjęli w latach 1951-
1955 Mandia i Bruner (20) oraz Mandia (27,
22, 23, 24), a następnie Moussa (45). Osiągnięte
wyniki umozliwiły ułożenie schematu antyge-
nów laseczek Clostrżdi,um analogicznego w
swych głównych założeniach do schematu dla
pałeczek Salmonella. U proteolitycznych bez-
tlenowców Clostrżdżum sp. wyróżniono anty-
geny somatyczne ciepłostałe ,,O" i ciepło-
chwiejne ,,L" stanowiące podstawę zaliczenia
szczepu do gatunku oraz antygeny rzęskowe
,,H" określające typy aglutynacyjne. Zapropo-
nowany schemat objął między innymi również
proteolityczne szczepy Cl. botulżnąrn A i B.
Szczepy te wykazywały pokrewieństwa anty-
genowe ze szczeparni Cl. sporogenes, Cl. histo-
Lgtżcum i Cl. tetanż (23). Zastosowane w na-
stępnych latach w naszym laboratorium od-
czyny Ouchterlony'ego (4) i immunofluore-
scencji (13) częściowo potwierdziły obecność
tych międzygatunil<owych powiązań. Pokre-
wieństwa antygenowe zaobserwowano pomię-
dzy Cl. botulznum C i D, a Cl. oedematiens A,
B i D oraz pomiędzy Cl. botulżnum A i B, a Cl.
sporogenes. Niewykazanię reakcji międzyga-
tunkowej Cl. botulżnun,L z laseczkami innych
proteolitycznych gatunków Clostrżdium, mogło
wyniknąć z użycia ptzez autorów surowic pkc
antygenom ogrzewanym, u których ogranicze-
nie ilości antygenów podejrzewali Walker
i Batty (59), Badania Walkera i Batty (59), Cy-
gana i Jastrzębskiego (4) oraz Jasttzębskiego
i Cygana (13) pozwoliły na serologiczny podział
szczepów Cl. botulinunx na 3 serotypy: 1) obej-
mujący proteolityczne szczepy typów tok-
sycznych A, B i F; 2) sacharolityczne typy
C i D; 3) sacharolityczny typ E, Jednocześnie
stwierdzono dość znaczTle zróżnicowanie szcze-
pów w obrębie poszczególnych serotypów
wskazujące na obecność ras serologicznych.
Obserwacja ta potwierdza wcześniejsze wyniki
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innych autorów (B, 9, 49). Niejednolita defek-
tywność antygenowa szczepow w obrębie posz-
czególnych serotypów ogranicza praktyczną
użyteczność metod serologicznych, gdyż nie
pozwala na użycie tylko jednej monotypowej
surorvicy dla uchwycenia wszystkich szczepów
danego serotypu. W związku z ty:nr przy pro-.
dukcji surowic do serotypizacji zachodzi ko-
nieczność doboru szczepów o jak najbogatszej
strukturze antygenowej.

Nowe mozli,,vości dla prac taksonomiczno-
-identyfikacyjnych łvyłoniły się z chwilą obję-
cia badaniami antygenów zarildnikowych (27,
28, 29, 51). Pierwsza praca nad właściwościami
serologicznymi zarodni]<ów bakterii tlenowych
pojawiła się juz prawie 70 lat temu (5). Jednak
musiało minąć ok. 40 lat zanim zajęto się za-
rodnikami beztlenowców (\2). Już pierwsze
prace ustaliły, że zatodniki rodziny Bqcillacege
posiadają właściwości antygenowe i ze anty-
geny zarodników są odmienne od antygenólv
komórek, w których powstały. Późniejsze ba-
dania potwierdziły powyzsze spostrzeżenia
wykazując jednocześnie rv zarodnikach równiez
antygeny wegetatywne ,,O" i ,,H" (28, 29, 3rl

w badaniu zarodników beztlenowców szcze-
góInie duze zasługi mają badacze polscy zwią-
zani ze szkołą ]Vleisla. Meisel i wsp. (27) opra-
cowali własną, oryginalną metodę enzyrnatycz-
nej preparatyki zarodnikórv, ktorą z kolei za-
stosowali w badaniu szczepów róznych pato-
gennych §atunków Clostrżdlu"m. Wg referatów
N{eisla (30, 33) wygłoszonyclt na sympozjach
międzynarodowych, możrta, biorąc za podstawę
antygeny zarodnikowe, stwierdzić u Cl. botulż-
num" 6 różnych serotypów, odpowiadającyc}
analogicznym typom toksycznym. Jednak, jak
wyni,ka z referatów, badanla te były wykona-
ne jedynie w oparciu o odczyn aglutynacyin;l
i obeimowały niewielką ilość szczepów posz-
czegóInych typórv, Wiąże się to oczywiście z_
trudnościami technicznymi preparatyki zarod-
ników i jak się wydaie ze znalezieniem szczcl-
pów obficie zarodnikuiących. Na urvagę zasłu-
guje wykazanie pokrewieństr,va pomiędzy za-
rodnikami szczepow CI. botulinum, B i F oraz
C i D. Powyższe pokrewieństrł,a były iednr]i
niewielkie, co unroz].iwtło zrożntco..lzanie bada-
nycŁr szczepów za p()mocą surowic aclsorbowa-
nych. Analogiczne polviązania wy,kazali Cy-
gan i Jastrzębski (4) badając antygeny komór-
kowe, jednak reakcje międzytypowe b),ły w
tym przypadku tak siltre, że uniemożliwiały
odróznienie poszr:zep4ólnych typów toksycz-
nych. Odmienn5, wynik osiągnięty przez tyclt
autorów może wiązać się z mniej.lzą swoisto-
ścią antygenów komórkorvych od zarodniko-
wych, lub z zasŁosowaniem odmiennej techniki
badania oraz z uz;rciem innych lżczepow.

Reasumując, należy strł,ierdzić, że badanie
antygenów,,nierozpuszczalnycl,t" laseczek Cl
botulinunl rnoże w niektorych przypadkach
mieć istotne, a na!\,et decyclujące znaczenie dli
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ich identyfikacji gatunkowej, a nawet typo-
wej, Zagadnienie to jest dotychczas poznanc
niedostatecznie, często fragmentarycznie i to
jedynie od strony immunologicznej. Natomiast
struktur,ą chemiczna antygenów,,nierozpusz-
czalnvch" Cl. botulinum jest prawie zupełnie
nierozpracowana. Jedyne dotychczas dwie pra-
ce na ten temat, dotyczą strtrktury wyłącznie
ściany komórkowej i to tylko u typów A j D
CI. botulinum (55, 57). Komórka baktervjna
zawiera szereg antygenór,,, mających pod wzglę-
dem chemiczrlyrn charakter białek, wielocukrów
i lipidów.

OgóInie przyjmuje się, że s.roistość antyge-
nową zarazków określają przede wszystkim
komponenty wielocukrowe. Istnieją pewne
obserwacje wskazujące, że i u Cl, botulinum
wielocukr;r mogą byc głównymi nośnikarni
swoistosci immunologicznej. Za możliwością
taką pizemawiałyby wyniki badań własnyclr
prowadzoi-tych z użyciem surowic pko antyge-
nom ogrzewanym (4, 13). Na znaczenie vzielo-
cukrórv u r,óżnyc}r gatunków Clostrżdlum zwra-
cają uwagę m. in. Sordelli (52), Jimenez (I4).
Meisel (26), Svec i McCoy (54), Tardieux i Nis-
man (56), Meise] - Mikołajczyk (35-43), a
clstatnio i Novotny (46), Novotny wykazał np.
r,óznice w składzie jakościorvym cukr-ów ściany
komórkowej Cl. bżfermentans i Cl. sordellż,
u.zyskując w ten sposób dodatkowy dowód
przemawiającv za tezą o oclrębności gatunko-
r,vej tych di:obnoustrojów.

l{a pod_kreśIenie zasługuje, ze często .,vielo-
cukrowce o identycznym s}<ladzie jakościorvym,
a na,rvet ilościcivym rncgą mieć zupełnie od-
micnną swoistość. W dalszych w:ięc badaniach
zaczęto ułvzględniać sekłvencję prostych skład-
nik.ó-v, typy tł.iązań, iz,,'rn.-rię or-a,z obecność
dodatkorvych grup chemi:znych. Wykazano, że
swoistojć antygenów w-ielocukrowych wiąże się
z określonymi fragmeniami cząsteczki wielc-
culrrowca z chemicznymi detelrnina_ntami
swoisiości, l,ł.śród których zasadniczą ro1ę od-
grywają cukry immunoCominujące (i9). Mog:1
być one ,uvyki,ywane metodami swoistej inhi-
bicji odczynów seroltl3icznych w o;orał:owaniu
ilościowym, w ukłaciach homologicznych i he-
terologicznych (10, 44, 58). Badań takich w od-
niesieniu do cL botulinum dotvchczas nie
przeprowadzono,

składniki białkowe bakterii q. przeciwień-
stwie do wielocukrów, mają być nośnikarni
swoistości serologicznej o wiele rzadziei (61)
Ich swoistośc biclogiczną deterrninuje sek-
wencja aminokwasów w łańcuchu polipeptydo--
wym. Jednak dane o właściwościach białek
bakteryjnych w stanie niezmienionym są bar,-
dzo skąpe. Białka wyodrębnione z komórek
bakterii są już sztucznym produktem. Postęp
w tej dziedzinie uzależniony jest od opraco-
wania nowych metod izolacji białek w stani<:
niezmienionym,
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W ostatnim dziesięcioleciu wyłoniła się
możliwość wykorzystania w taksonomii bak-
terii budowy DNA. Wydaje się jednak, że
przydatność takich badań należy wiązać prze-
de wszystkim z określeniem stopnia mikroho-
mologii molekularnej kwasów nukleinor,vych
tj. podobieństwa sekwencji zasad w łaticuchu
DNA, co można zbadać metodą hybrydyzacji
(3, 6, 7, 50). Metoda ta dotychczas była stoso-
wana jedynie w badaniu tlenovrcórł. np. Po-
steurella (4B), MEcoplasnl,a (47), Neźsserża (l7)
i Streptococcus (60) z bardzo obiecującymi wy-
nikami, Niestety przeprowadzenie takich ba-
dań w warunkach krajowych jest na razie nie-
moz].iwe z uwagi na trudności aparaturowe.
Natomiąst technicznie wykonalne w naszych
warunkach określanie procentowe zasad w
DNA, posiada ograniczone znaczenie, gdyz.
wartości stosunku A+T/G+C wahają się w
zbyt wąskich granicach i dlatego w wielu przy-
paclkach wypadają jednakowo u zupełnie od-
rębnych gatunków bakteryjnych, Wykorzysta-
nie procesów konjugacji, transformacji i trans-

dukcji do badania stopnia homologii kwasów
nukleinowych bakterii ograniczone jest, co do
zasięgu, do nielicznych tylko grup drobnoustro-
jów, u których zjawiska stwierdzono.

Użyteczność bakteriofagów dla identyfikacii
i tak-sonomii laseczek cl. botulżnurn rokuje du-
że możliwości. Jednak zagadnienie to jest bar-
dzo mało zbadane.

Należy mieć nadzieję, że dalszy postęp ,ł,
zakresie badań kwasów nukleinowych i badań
cytochemicznych pozwoli na usystematyzowa-
nie drobnoustrojów na naturalnych podsta-
wach genetycznyclt pokrewieństw, co do nie-
dawna wydawało się zupełnie niemożliwe.

Prace własne mające na celu immunoche-
miczne przebadanie zagadnienia antygenóu,
,,nierozpuszczaInych" laseczek Cl, botulżnum
ze specjalnym uwzględnieniem wielocukrów
zostaną prżedstawione w następnych publi-
kacjach.

Piśmiennictwo, obejmujące ti1 pozycji, u autoTa.
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Wortość diognostyczna dożylnei łuberkulinizocii u bydło
Katedra Epizootio]o8ii Wydziału Weterynarii -WSR we Wrocławiu
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Już z badań Kocha znane są pirogenne włas-
ności tuberkuliny. Po podaniu tuberkuliny w
organizmie uczulonym powstają pirogeny, wy-
wołujące odczyn termiczny. Zwyżka tempera-
tury nie pojawia się u odczulonych zwierząt,
Pirogenne własności tuberkuliny były wyko-
rzystane w diagnostyce gruźlicy bydła w pró-
bie podskórnej. Metoda ta z uwagi na koniecz-
ność częstego powtarzania pomiarów ciepłoty
ciała została zaniechana w praktyce. OgóIny
odczyn u zakażonego gruźlicą bydła można
równiez wywołać przez dożylne podanie tu-
berkuiiny. Zwyżka tenrperatury rv tym przy-
padku występuje wcześniej, już po 3-4 go-
dzinach od iniekcji. W jakim stopniu produko-
wana u nas tuberkulina może być przydatna
w próbie dożylnej starano się wyjaśnić w toku
następuj ących doświadczeń.

Badania wykonano za pomocą tuberlkulin.v-
PPD ssaków seria 61159 Puławskich Zakładow
Przemysłu Bioweterynaryjnego na 23 krowach
z dwu izolatorów grużIiczvch, rasy ncb, w
wieku 3-10 lat, dobrej kondycji.

Pierwsze doświadczenie,przeprowadzono w izolato-
rze Z; w dwa rrriesiące po ostatniej śródskórnej tuber-
kulinizacji 12 dodatnim reagentom podano dożylnie
po 1 ml tuberkuliny (50 000 j,t.). Frz.ed iniekcją zwie-
rzęta zhadano klinicznie, odnotowując tętno, oddec,hy
i ,ciepłotę wewnętrzną ciała. Terrnotmetry przed uży-
ciem sprawdzono ptzez zanurzenrie w podgrzanej wo-
dzie i te, które wykazywały odchylenia powyżej tO,].o
odrzucono. Cie,płota wewnętrzna cia\a zwierząt wa-
hała się w granicach 3B,2-38,Bo. Tuberkulinę wstrzy[<-
nięto oltoło godziny B, a kontrolne badania kliniczne

z termometrowaniem dokonano w godzinach 1,0, 12, 74
i ,16. W czasie 6-8 godzin od iniekcji tuberkuliny u 3
zwierząt ciepłota wewnętrzna ciała podniosła się po-
wyżej 40o (40,3; 40,9 i 40,50). Przyrost temperatury wy-
,nosił u lyclt zwlerząt 2-2,40 i utrzyrnywa{ się pr:zez
2 go,dziny, u reszty zwierząt zwyżki ternperatury nie
przekr,a:czały loC. Innych od,chyleń od normy nie za-
uważono. Przy:ęta w doświadczeniu dawka 1 ml tu-
berkulriny okazała się niewystalrczają,ca i wywołała
od,czyn termiczny za'ledwie l ż50/o zwierząŁ uzrnanych
za zakażone gruźIicą.

Dalsze bada,nia przeprowadzono na 11 dcclatnic]-r
reagentaoh w izolatorze M, zwiększając dawkę tuber-
lruliny do 2,5 mi (125 000 j.t.). Metodyka badań po
d,orbna jak w doświad,czeniu pierwszym. Temperatura
ciała przed iniekcją mieś,ciła się ,tv przedziale 3Bp-
39,5oC. Od godziny 8 do 18 zwierzęta pozostawały pod
stałą lęorr1.o1ą 1ekar,ską. Grupę kontrolną stanowil5r
4 krowy.

Wyniki zestawiono w tab. 1.
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