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Zagadnienie antygenéw ,,nierozpuszczalnych” w identyfikacji
Cl. botulinum

Katedra Mikrobiologii Wydziatu Weterynarii WSR
w Lublinie
Kierownik: prof. dr T. JASTRZEBSKI

Diagnostyka laseczek Cl. botulinum jest za-
gadnieniem trudnym, zlozonym i definitywnie
jeszcze nie rozwigzanym. Podstawowa metoda
identyfikacyjna polega na analizie tzw. ,anty-
genéw rozpuszczalnych®, tj. toksyn, przy po-
mocy seroneutralizacji. Ma ona kolosalne zna-
czenie praktyczne, niemniej jednak z nauko-
wego punktu widzenia, musi budzi¢ pewne za-
strzezenie, gdyz nie moze by¢ uzyta w sto-
sunku do wszystkich szczepdéw, ktére nie pro-
dukuja lub =zatracily zdolno$é wytwarzania
toksyny. Toksynogennosc szczepdw jest proce-
sem dynamicznie zmiennym, czesto calkowicie
zanikajacym i dlatego nie nadaje sie w peini,
jako podstawa szeroko pomys$lanej identyfika-
cji laseczek Cl. botulinum, zwlaszeza typu C,
u ktérego zanik toksynotworczosei wystepuje
szezegolnie czesto. Wykorzystanie wlasciwosci
morfologicznych, hodowlanych i biochemicz-
nych, aczkolwiek pomocne, jednak nie daje
rowniez dostatecznie pewnych podstaw diagno-
stycznych ze wzgledu na niestalo$¢ powyzszych
cech. Jednym z gléwnych testow biochemicz-
nego roéznicowania nietoksynotwoérczych szcze-
pow Cl. botulinum, od podobnych do nich
szczepéw Cl. sporogenes, ma by¢ odczyn na
skatol. Jednak jak to wynika z wlasnych
obserwacji, metoda ta zawodzi nawet w tym
waskim zakresie, gdyz wypada ujemnie z wie-
loma szczepami uznanymi za Cl. sporogenes.
W zwigzku z powyzszym nalezy sadzié, ze
przebadanie antygendéw ,nierozpuszczalnych”
— komorkowych jest jak najbardziej aktualne,
gdyz stwarza nowe mozliwosci, dotychczas
niewykorzystane.

Dotychczasowe badania nad antygenami ko-
moérkowymi laseczek Clostridium doprowadzily
do ustalenia ich pewnej praktycznej przydat-
nosci dla réznicowania nietoksynotworezych
szczepow Cl. botulinum od Cl. sporogenes
(49, 53), CIl. sordelli od Cl. bifermentans (32,
33, 34), Cl. feseri od Cl. septicum (1, 45), jak
réwniez przy identyfikacji szczepow Cl. oede-
matiens (2), typow Cl. tetani (23, 25) i szcze-
péw zatru¢ pokarmowych Cl. perfringens A
(11).

Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Lublinie
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Prace nad serologicznym usystematyzowa-
niem ziarniakéw rodzaju Streptococcus (18),
oraz pateczek Salmonella (16) i Escherichia (15)
wywarly wyrazny wplyw na tok badan nad
antygenami komoérkowymi laseczek beztleno-
wych. Badania takie podjeli w latach 1951—
1955 Mandia i Bruner (20) oraz Mandia (21,
22, 23, 24), a nastepnie Moussa (45). Osiggniete
wyniki umozliwily ulozenie schematu antyge-
néw laseczek Clostridium analogicznego w
swych gléwnych zalozeniach do schematu dla
pateczek Salmonella. U proteolitycznych bez-
tlenowcow Clostridium sp. wyrozniono anty-
geny somatyczne cieplostale ,,0” 1 cieplo-
chwiejne ,I.” stanowigce podstawe zaliczenia
szczepu do gatunku oraz antygeny rzeskowe
,H’ okresSlajgce typy aglutynacyjne. Zapropo-
nowany schemat objal miedzy innymi réwniez
proteolityczne szczepy Cl. botulinum A i B.
Szczepy te wykazywaly pokrewieristwa anty-
genowe ze szczepami Cl. sporogenes, Cl. histo-
lyticum i Cl. tetani (23). Zastosowane w ha-
stepnych latach w naszym laboratorium od-
czyny Ouchterlony‘ego (4) i immunofluore-
scencji (13) czeSciowo potwierdzily obecnosé
tych miedzygatunkowych powiazan. Pokre-
wienistwa antygenowe zaobserwowano pomig-
dzy Cl. botulinum C i D, a Cl. oedematiens A,
B i D oraz pomiedzy Cl. botulinum A i B, a ClL.
sporogenes. Niewykazanie reakcji miedzyga-
tunkowej Cl. botulinum z laseczkami innych
proteolitycznych gatunkow Clostridium, mogto
wynikngé z uzycia przez autoréw surowic pko
antygenom ogrzewanym, u ktérych ogranicze-
nie 1ilofci antygenéw podejrzewali Walker
i Batty (59). Badania Walkera i Batty (59), Cy-
gana 1 Jastrzebskiego (4) oraz Jastrzebskiego
i Cygana (13) pozwolily na serologiczny podzial
szczepow Cl. botulinum na 3 serotypy: 1) obej-
mujgcy proteolityczne szczepy typow tok-
sycznych A, B i F; 2) sacharolityczne typy
C i D; 3) sacharolityczny typ E. JednoczesSnie
stwierdzono do$¢ znaczne zréznicowanie szcze-
péw w obrebie poszczegolnych serotypow
wskazujgce na obecno$¢ ras serologicznych.
Obserwacja ta potwierdza wczesniejsze wyniki
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innych autorow (8, 9, 49). Niejednolita defek-
tywnosé antygenowa szczepéw w obrebie posz-
czegbélnych serotypéw ogranicza praktyczng
uzytecznos¢ metod serologicznych, gdyz nie
pozwala na uzycie tylko jednej monotypowe]
surowicy dla uchwycenia wszystkich szezepow
danego serotypu. W zwigzku z tym przy pro-
dukeji surowic do serotypizacji zachodzi ko-
niecznos¢ doboru szczepdw o jak najbogatsze]
strukturze antygenowej.

Nowe mozliwosei dla prac taksonomiczno-
-identyfikacyjnych wylonily sie z chwilg obje-
cia badaniami antygenéw =zarodnikowych (27,
28, 29, 51). Pierwsza praca nad wlasciwosciami
serologicznymi zarodnikéw bakterii tlenowych
pojawila sie juz prawie 70 lat temu (5). Jednak
musialo ming¢ ok. 40 lat zanim zajeto sie za-
rodnikami beztlenowcow (12). Juz pierwsze
prace ustalily, ze zarodniki rodziny Bacillaceae
posiadaja wlasciwosci antygenowe i ze anty-
geny zarodnikéw sa odmienne od antygenow
komorek, w ktorych powstaty. Pdzniejsze ba-
dania potwierdzily powyZsze spostrzezenia
wykazujac jednoczesnie w zarodnikach rowniez
antygeny wegetatywne ,,0” i JH"” (28, 29, 31i)

W badaniu zarodnikéw beztlenowceow szcze-
go6lnie duze zaslugi maja badacze polscy zwig-
zani ze szkolg Meisla. Meisel i wsp. (27) opra-
cowali wlasng, oryginalng metode enzymatycz-
nej preparatyki zarodnikow, ktérg z kolei za-
stosowali w badaniu szczepow roznych pato-
gennych gatunkow Clostridium. Wg referatéw
Meisla (30, 33) wygloszonych na sympozjach
miedzynarodowych, mozna, biorac za podstawe
antygeny zarodnikowe, stwierdzi¢ u Cl. botuli-
num 6 réznych serotypoéw, odpowiadajgcych
analogicznym typom toksycznym. Jednak, jak
wynika z referatéw, badania te byly wykona-
ne jedynie w oparciu o odczyn aglutynacyjny
i obejmowaly niewielka ilo§¢ szczepdéw posz-
czegblnych typow. Wigze sie to oczywiscie z
trudnoéciami technicznymi preparatyki zarod-
nikow i jak sie wydaje ze znalezieniem szcze-
poéw obficie zarodnikujacych. Na uwage zastu-
guje wykazanie pokrewienstwa pomiedzy za-
rodnikami szczepdéw Cl. botulinum B i F oraz
C i D. Powyzsze pokrewienstwa byly jednak
niewielkie, co umozliwilo zréznicowanie bada-
nych szezepow za pomocg surowic adsorbowa-
nych. Analogiczne powiazania wykazali Cy-
gan 1 Jastrzebski (4) badajac antygeny komor-
kowe, jednak reakcje miedzytypowe byly w
tym przypadku tak silne, ze uniemozliwialy
odroznienie poszezegdlnych typoéw  toksycz-
nych. Odmienny wynik osiagniety przez tych
autoréw moze wigzaé sie z mniejszg swoisto-
$cig antygendw komorkowych od zarodniko-
wych, lub z zastosowaniem odmiennej techniki
badania oraz z uzyciem innych szczepdw.

Reasumujac, nalezy stwierdzi¢, Ze badanie
antygendéw , nierozpuszczalnych” laseczek CI
botulinum moze w niektorych przypadkach
mie¢ istotne, a nawet decydujace znaczenie dla
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ich identyfikacji gatunkowej, a nawet typo-
we]. Zagadnienie to jest dotychczas poznanc
niedostatecznie, czesto fragmentarycznie i to
jedynie od strony immunologicznej. Natomiast
struktura chemiczna antygenéw ,nierozpusz-
czalnych” Cl. botulinum jest prawie zupelnie
nierozpracowana. Jedyne dotychczas dwie pra-
ce na ten temat, dotycza struktury wylacznie
sciany komdrkowej i to tylko u typow A i D
Cl. botulinum (55, 57). Komorka bakteryjna
zawiera szereg antygenow majacych pod wzgle-
dem chemicznym charakter biatek, wielocukrow
i lipidow.

Ogolnie przyjmuje sie, ze swoistosé antyge-
nowg zarazkéw okreslajg przede wszystkim
komponenty - wielocukrowe. Istniejg pewne
obserwacje wskazujgce, ze i u Cl. botulinum
wielocukry moga byé gléwnymi noénikami
swoistoéci immunologicznej. Za mozliwosciag
takg przemawialyby wyniki badan wlasnych
prowadzonych z uzyciem surowic pko antyge-
nom ogrzewanym (4, 13). Na znaczenie wielo-
cukrow u réznych gatunkow Clostridium zwra-
caja uwage m. in. Sordelli (52), Jimenez (14),
Meisel (26), Svec i McCoy (54), Tardieux i Nis-
man (56), Meisel — Mikolajezyk (35—43), a
ostatnio i Novotny (46). Novotny wykazal np.
roznice w skladzie jakosciowym cukrow sSciany
komérkowej Cl. bifermentans i Cl. sordelli,
uzyskujac w ten sposéb dodatkowy dowdd
przemawiajacy za tezg o odrebnosci gatunko-
wej tych drobnoustrojow.

Na podkreslenie zasluguje, ze czesto wielo-
cukrowee o identycznym skladzie jako$ciowym,
a nawet ilosciowym mogg mieé¢ zupelnie od-
micnng swoistose. W dalszych wiec badaniach
zaczgto uwzgledniaé sekwencje prostych sklad-
nikow, typy wigzan, izomerie oraz obecnosé
dodatkowych grup chemicznych. Wykazano, ze
swoistoZ¢ antygenow wielocukrowych wigze sie
z okreslonymi fragmentami czgsteczki wielo-
cukrowca — z chemicznymi determinantami
swoistosci, wérod ktorych zasadnicza role od-
grywajg cukry immunodominujgce (19). Mogj
by¢ one wykrywane metodami swoistej inhi-
bicji odczynow serologicznych w opracowaniu
ilosciowym, w ukladach homologicznych i he-
terologicznych (10, 44, 58). Badan takich w od-
niesieniu do Cl botulinum dotychczas nie
przeprowadzono.

Skladniki biatkowe bakterii w przeciwien-
stwie do wielocukrow, maja by¢ noénikami
swoistosci serologicznej o wiele rzadziej (61)
Ich swoisto$¢ biologiczng determinuje sek-
wencja aminokwasow w lancuchu polipeptydo-
wym. Jednak dane o wlasciwosciach biatek
bakteryjnych w stanie niezmienionym sg bar-
dzo skape. Bialka wyodrebnione z komérek
bakterii sg juz sztucznym produktem. Postep
w tej dziedzinie uzalezniony jest od opraco-
wania nowych metod izolacji bialek w stanie
niezmienionym.
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W  ostatnim dziesiecioleciu wylonila sie
mozliwo§¢ wykorzystania w taksonomii bak-
terii budowy DNA. Wydaje sie jednak, ze
przydatnoé¢ takich badan nalezy wiaza¢ prze-
de wszystkim z okresleniem stopnia mikroho-
mologii molekularnej kwasow nukleinowych
tj. podobienstwa sekwencji zasad w Iancuchu
DNA, co mozna zbada¢ metodg hybrydyzacji
(3, 6, 7, 50). Metoda ta dotychczas byla stoso-
wana jedynie w badaniu tlenowcédw np. Pa-
steurella (48), Mycoplasma (47), Neisseria (17)
i Streptococcus (60) z bardzo obiecujacymi wy-
nikami. Niestety przeprowadzenie takich ba-
dan w warunkach krajowych jest na razie nie-
mozliwe z uwagi na trudno$ci aparaturowe.
Natomiast technicznie wykonalne w naszych
warunkach okreslanie procentowe zasad w
DNA, posiada ograniczone znaczenie, gdyz
wartosci stosunku A-+T/G+C wahajg sie w
zbyt waskich granicach i dlatego w wielu przy-
padkach wypadaja jednakowo u zupelnie od-
rebnych gatunkow bakteryjnych. Wykorzysta-
nie proceséw konjugacji, transformacji i trans-
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dukcji do badania stopnia homologii kwasow
nukleinowych bakterii ograniczone jest, co do
zasiegu, do nielicznych tylko grup drobnoustro-
jow, u ktérych zjawiska stwierdzono.

Uzytecznos¢ bakteriofagéw dla identyfikacji
i taksonomii laseczek Cl. botulinum rokuje du-
ze mozliwosci. Jednak zagadnienie to jest bar-
dzo malo zbadane.

Nalezy mie¢ nadzieje, Ze dalszy postep w
zakresie badan kwaséw nukleinowych i badar
cytochemicznych pozwoli na usystematyzowa-
nie drobnoustrojéw na naturalnych podsta-
wach genetycznych pokrewienstw, co do nie-
dawna wydawalo sie zupelnie niemozliwe.

Prace wlasne majace na celu immunoche-
miczne przebadanie zagadnienia antygenéw
,hierozpuszczalnych” laseczek Cl. botulinum
ze specjalnym uwzglednieniem wielocukréw
zostana przedstawione w nastepnych publi-
kacjach.
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Warto$é diagnostyczna dozylnej tuberkulinizacji v bydfa
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Juz z badan Kocha znane sg pirogenne wias-
nosci tuberkuliny. Po podaniu tuberkuliny w
organizmie uczulonym powstajg pirogeny, wy-
wolujgce odezyn termiczny. Zwyzka tempera-
tury nie pojawia sie u odczulonych zwierzat.
Pirogenne wlasnosei tuberkuliny byly wyko-
rzystane w diagnostyce gruzlicy bydla w proé-
bie podskérnej. Metoda ta z uwagi na koniecz-
no$é¢ czestego powtarzania pomiaréw cieploty
ciala zostala zaniechana w praktyce. Ogdlny
odezyn u zakazonego gruzlica bydla mozna
rowniez wywola¢ przez dozylne podanie tu-
berkuliny. Zwyzka temperatury w tym przy-
padku wystepuje wczesniej, juz po 3—4 go-
dzinach od iniekcji. W jakim stopniu produko-
wana u nas tuberkulina moze by¢ przydatna
w prébie dozylnej starano sie wyjasni¢ w toku
nastepujacych do$wiadczen.

Badania wykonano za pomocg tuberkuliny
PPD ssakow seria 61159 Pulawskich Zakladow
Przemyslu Bioweterynaryjnego na 23 krowach
z dwu izolatoréw gruzliczych, rasy nch, w
wieku 3—10 lat, dobrej kondycji.

Pierwsze doswiadczenie przeprowadzono w izolato-
rze Z; w dwa miesigce po ostatniej srédskdrnej tuber-
kulinizacji 12 dodatnim reagentom podano dozylnie
po 1 ml tuberkuliny (50000 j.t). Przed iniekcjg zwie-
rzeta zbadano klinicznie, odnotowujace tetno, oddechy
1 cieplote wewnetrzng ciala. Termomefry przed uzy-
ciem sprawdzono przez zanurzenie w podgrzanej wo-
dzie i te, ktére wykazywaly odchylenia powyzej £0,1°
odrzucono. Cieplota wewnetrzna ciala zwierzat wa-
hala sie w granicach 38,2—38,8°. Tuberkuline wstrzyk-
nieto okoto godziny 8, a kontrolne badania kliniczne

z termometrowaniem dokonano w godzinach 10, 12, 14
i 16. W czasie 6—8 godzin od iniekeji tuberkuliny u 3
zwierzat cieplota wewnetrzna ciala podniosta sie po-
wyzej 40° (40,3; 40,9 i 40,5°). Przyrost temperatury wy-
nosil u tych zwierzat 2—2,4° i utrzymywar sie przez
2 godziny, u reszty zwierzat zwyzki temperatury nie
przekraczaly 1°C. Innych odchylen od normy nie za-
uwazono. Przyjeta w doswiadczeniu dawka 1 ml tu-
berkuliny okazala sie niewystarczajaca i wywolala
odczyn termiczny zaledwie u 25% zwierzat uznanych
za zakazone gruzlicg.

Dalsze badania przeprowadzono na 11 dedatnich
reagentach w izolatorze M, zwiekszajgc dawke tuber-
kuliny do 2,5 ml (125000 j.t.). Metodyka badan po
dobna jak w do$§wiadczeniu pierwszym. Temperatura
ciala przed iniekcjg miescila sie w przedziale 38,2
39,6°C. Od godziny 8 do 18 zwierzeta pozostawaly pod
stala 'kontrola lekarska. Grupe kontrolng stanowily
4 krowy.

Wyniki zestawiono w tab. 1.
7ab.7. Wymiki dozylngl luberkulinizacii waanwkach 2,5ml tuberkuling

: : ° Maks.przyrost
0 Godziny - ciept wewn ciata w °C lempgldgt/ wry_ |y
6 | oz |mn |6 |8 |C|Tar BY
7 | 383 | 93 | |9 | J8Z | 360 | I8 | 96 7 +
2| 385 | 390 | ]9 | 38¢ | 386 | 392 | 04 4 -
3| 389 | 397 | 90 | 382 | 383 | 393 |04 0 -
¢ | 385 | 390 | 391 | 387 | 89 | @2 |17 10 &
5| 382 | 390 | 385 | 80 | 380 | 975 | g8 2 N
6 | 395 | 03 |we |40 | 405 | 205 |19 4 4
7| 389 | 388 |89 | 387 | 390 | 394 | 10 0 +
8 | 387 | 39 |0 |30 | 397 | 89 | o4 2 +
9 | 387 | 347 |37 |30 | 80 | 82 | - o -
0| 383 | 380 | 389 | 390 | 588 | 398 | 15 0 -
fr| 390 | 385 |92 | 598 | /5 | 397 | 15 8 =y
12389 |85 |389 |82 | 588 | 395 | 06 | syupa
13|85 |6 |5 | 389 | 35 | 343 |00 | T
141 387 | 385 | 589 | 389 | 380 | 378 | 02 |rontrotra
15| 392 | 397 | 395 1994 | 392 | 384 | a3
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