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Badania nad onkolitycznym dziataniem wyosobnionego
z gleby szczepu Cl. sporogenes ,,CNJ"'

7 Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Z Instytutu

Sposrod rozwijanych ostatnio metod terapii
nowotworow duze zainteresowanie wzbudzily
proby wykorzystania onkolitycznych wlasci-
wosci laseczek z rodzaju Clostridium (4, 8, 9,
10, 13, 17, 18, 20, 24). Szczegodlnie zachecajgce
wyniki onkolizy daly do$wiadczenia przeprowa-
dzone z wyizolowanym z gleby szczepem Cl.
butyricum ,,M55" (12, 16). Dowiedziono, ze
przetrwalniki szczepu ,,M55” podane dozylnie
zwierzetom doswiadeczalnym, zakazonym wiru-
sem raka Ehrlicha i miesaka polyoma, kielkuja
wybidrczo w guzach nowotworowych i uwalnia-
ja niezidentyfikowany czynnik lityczny o cha-
rakterze enzymu (2, 3, 5, 6, 11, 15, 22).

Pomys$lne wyniki doswiadczen przeprowadzo-
nych ze szczepem ,,Mb55” na zwierzetach do-
Swiadczalnych, zachegcily do wyprébowania tych
drobnoustrojéw réwniez w leczeniu nowotwo-
row czlowieka (18). Uzyskane wyniki tych ba-
dan nalezy uzna¢ za interesujace, szczegdlnie w
przypadkach nowotworéw mozgu (14, 19). W
szeregu przeprowadzonych prob leczniczych
obserwowano wyrazna lize guza, prowadzacg
niekiedy nawet do remisji objawow klinicznych.
Najcze$ciej jednak dochodzito do szybkich zejs¢
$miertelnych pacjenta w wyniku réwnoczesne-
go przebicia komoér mézgowych. Inng wada uzy-
cia szczepu Cl. butyricum ,,Mb5” byla niepelna
liza guza nowotworowego.

W zwigzku z powyzszym poszukiwanie no-
wych szczepdéw Clostridium o silniejszych wlas-
ciwodciach onkolitycznych mogloby byé jed-
nym z warunkow doskonalenia tej metody bio-
terapii nowotwordéw.

W zwiazku z powyzszym zadaniem przepro-
wadzonych badan wlasnych bylo wyosobnienie
z gleby szczepu Clostridium o wlasciwosciach
onkolitycznych i przeprowadzenie pelnej jego
charakterystyki.

Material i metody

1. Szczepy. Wyosobniono z gleby 2 szczepy beztle-
nowcoéw zarodnikujacych ,,CNJ”-1 i ,CNJ”-2.

a) Izolacja szczepow ,,CNJ”. Przebadano bakteriolo-
gicznie 10 prébek ziemi ogrodowej pobranej w miej-
scowodci ,L”. Préobke ziemi wagi okolo 2 g inkubo-
wano w podlozu Wrzoska hez glukozy w 37°C  przez
3 dni. Nastepnie uzyskang hodowle ogrzewano w
100°C przez 1 min., wysiewano na podlioze Zeisslera
(met. pyrogallolowa) i inkubowano w 37°C przez 2
dni. Pojedyncze kolonie, ktére morfologicznie odpo-
wiadaly Cl. sporogenes, wycinano wraz z agarem i
namnazano w podlozu Wrzoska z 0,5% glukozy.
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b) Identyfikacja szczepow ,,CNJ. Przebadano na-
stepujace wladciwoscei:

fermentacyjne — w stosunku do laktozy, glukozy,
sacharozy, maltozy, mannitu i salicyny;

proteolityczne — w odniesieniu do 15% zelatyny,
mleka lakmusowego i $cietej surowicy (75°C — wprzez
2 godz.);

zdolno$é wytwarzania NH,, H,S i indolu;

chorobotwércze — 48 godz. hodowli w podlozu
Wrzoska dla myszek (0,5 ml — dootrzewnowo) i $§wi-
nek morskich (1 ml — domiesniowo).

2

2. Przeszczepianie nowotwordéw, Do badan uzyto 2
nowotwory: rak Ehrlicha przeszczepiany na myszki
~Swiss-Albino” oraz miesak polyoma — na chomiki
syryjskie.

Dla wywolania zakazenia zwierzat przygolowano
swiezag zawiesine tkanki nowotworowej w plynie fizjo-
logicznym w stosunku 1:3. Posta¢ guzowatg nowotwo-
ru uzyskiwano przez wprowadzenie zwierzetom 0,3 ml!
zawiesiny podskérnie, a postaé¢ wysiekowg — 0,2 ml
dootrzewnowo.

Ocene wzrostu nowotworéw i dzialania onkolitycz-
nego uzytych szczepdéw przeprowadzano okreslajgc co-
dziennie u myszy ciezar ciata, a u chomikéw orien-
tacyjnie — wielko§¢é i konsystencje guza.

3. Badania bheztlenowcowej onkolizy. Do badan uzy-
wano zawieszone w p.f przetrwalniki szczepow ,,CNJ”
(gestos¢ 4 probowki skali Mac Farlanda) otrzymane
w podiozu wg Hauschilda i wsp. (7). Obserwacje on-
kolizy prowadzono przy stalej dootrzewnowej daw-
ce zarazka wynoszacej w przypadku myszy — 0,3 ml,
a chomikéw — 0.5 ml. Efekt onkolityczny okreélano
na podstawie spadku ciezaru ciala myszy oraz stopnia
lizy guza u chomikdéw.

Wyniki i omowienie

7 10 prébek ziemi wyosobniono 2 szczepy
zarodnikujgeych  beztlenowcéw ,,CNJ”’-1 oraz
,CNJ”-2. Pod wzgledem morfologicznym byly
to gramdodatnie laseczki, ktére w podlozu wg
Hauschilda i wsp. (7) wytwarzaly owalne, ulo-
zone subterminalnie zarodniki. Na agarze z 10%
krwi owczej tworzyly po 24 godz. inkubacji w
37°C kolonie matowe, w $rodku wypukle, o nit-
kowatych brzegach. Obydwa szczepy ,,CNJ”-1
i ,,CNJ”-2 fermentowaly glukoze, maltoze,
mannit i salicyne, a ponadto wytwarzaly NH,
i H,S. Natomiast nie fermentowaly laktozy i
sacharozy oraz nie wytwarzaly indolu. Obydwa
szczepy wykazywaly silne wlasciwos$ci proteoli-
tyczne w stosunku do zelatyny, $cietej surowi-
cy 1 mleka lakmusowego. Na podstawie po-
wyzszych wlasciwoscei, charakterystycznych dla
Cl. sporogenes, obydwa szezepy okreslono jako
przynalezne do tego gatunku.
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Dynamike wzrostu raka Ehrlicha u myszy w
formie wysiekowej przedstawia ryc. 1. Wynika
z niej, Ze ciezar ciala myszy z wysiekowa for-
ma raka Ehrlicha wyraznie wzrasta, poczawszy
od 4—35 dnia po zakazeniu tkanka nowotworo-
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Rye. 1. Przyrost ciezaru ciala myszy niezakazonych
i zakazonych rakiem Ehrlicha
Objasnienia: — — myszy niezakazone; ---— ———-—

= myszy zakazone.

wa 1 po kilkunastu dniach przyrost ciezaru cia-
ta wyniost ok. 14 g. Zaznaczy¢ przy tym nale-
zy, ze Srednie dzienne przyrosty ciezaru ciala
wyniosty ok. 0,9 g. Jednak w poszczegolnych
przypadkach dzienne przyrosty byly b. zrézni-
cowanie i wahaly sie w granicach od 0,5 g w
pierwszych 5 dniach do 4—5 g w 8—12 dniu
po zakazeniu nowotworem. U myszy z guzowa-
tg forma nowotworu Ehrlicha wzrost ciezaru
ciala po 18 dniach wyniést — 7,56 g, przy czym
dzienne przyrosty nie przekraczaly 1,5 g (ryc.
2). W przypadku myszy zdrowych, niezakazo-
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Ryc. 2. Ksztaltowanie sie cieZaru ciala myszy z wy-

siekowa 1 guzowatg formg raka Ehrlicha po podaniu

przetrwalnikéw szczepu Cl. sporogenes ,,CNJ’-1 i ply-
nu fizjologicznego

Objadnienia; = mysz z guzowatg formag ncwo-

{worows po podaniu szezepu ,,CNJI'-1; — — — — — — = mysz

2 wysigkowa formg nowotworowg po podaniu  szezcopu

5, CNJ"”-1; ———— = mysz 2z wysiekowa formg nowotwo-
rowg po podaniu plynu fizjologicznego.

nych nowotworem, przyrosty ciezaru ciala po
22 dniach badania wyniosly ogdélem od 4 do 5 g,
przy czym S$rednie dzienne przyrosty nie prze-
kraczaly na ogoél 0,2 g (ryc. 1).

Wstepne badania nieszkodliwoéci oraz wias-
ciwosci onkolitycznych szczepdéw ,,CNJ”-1 i
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,»,CNJ”-2 — wykazaly, ze zachowuja sie one
podobnie tj. sa nieszkodliwe i powoduja jedna-
kowy efekt onkolityczny. W zwigzku z tym do
dalszych badan uzyto tylko szczep ,,CNJ”-1.

Wilasciwosci onkolityczne tego szczepu w sto-
sunku do myszy z rozwinieta, wysiekowg for-
ma raka Ehrlicha przedstawia ryc. 2. Wynika
z niej, ze po podaniu zarazka pojawial sie spa-
dek ciezaru ciala myszy dochodzacy w ciggu
24 godz. nawet do 5 g (z 34,8 g do 29,5 g).

Rye. 3.

Uzyskany efekt onkolitycznego dzialania za-
rodnikéw szezepu Cl. sporogenes ,,CNJ”-1 w
stosunku do raka Ehrlicha w formie guzowa-
tej ilustruje ta sama ryc. 2. Wykazuje ona, Ze
po dootrzewnowym podaniu zarazka dochodzi
w ciggu 48 godz. réwniez do wyraZnego spadku
ciezaru zakazonej myszy (z 27,5 g do 22,7 g).

Czas przezycia myszy z wysieckowag forma
raka Ehrlicha po zastosowaniu bakteryjnej on-
kolizy (,,CNJ”-1) wynosit od 2 do 11 dni, §red-
nio 6 dni. Natomiast u myszy z guzowatsg for-
ma nowotworu czas przezycia wynosil przecigt-
nie 16 dni. Ogélnie stwierdzié¢ nalezy, ze proces
onkolizy wyraZnie gkracal czas Zycia myszy z
wysiekowg formg raka Ehrlicha, natomiast
przezywalnosé myszy z guzowatg forma raka
Ehrlicha odpowiadala na ogo! sredniej przezy-
walnosci myszy kontrolnych, nie poddanych
bakteryjnej bioterapii.

Ryc. 4.
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W toku dalszych badan okres$lono dzialanie
onkolityczne szezepu Cl. sporogenes ,,CNJ”-1 na
miesak polyoma u chomikéw syryjskich. Szezep
,,CNJ”-1 podany dootrzewnowo chomikom z
rozwinietym guzem polyoma (ryc. 3) powodowal
w ciggu 3—4 dni rozmigkanie guza, a potem
jego pekniecie z nastepowym wyciekiem bru-
natnego plynu, zawierajacego liczne sporulu-
jace laseczki (ryc. 4). W miejscu guza powsta-
wal duzy, niegojacy sie ubytek (ryc. 5). Przezy-
walno$é poddanych bioterapii chomikéw byla
rowniez krotsza niz zwierzat nieleczonych.

Rye. 5.

Dyskusja

Przeprowadzone wlasne badania potwierdzity
wezeéniejsze  spostrzeZenia szeregu autoréw
wskazujgce na dzialanie onkolityczne niektd-
rych laseczek Clostridium (11, 12, 16, 17). Wy-
osobniony z gleby wlasny szczep CL. sporogenes
,,CNJ”’-1 okazal sie calkowicie nieszkodliwy dla
myszy i chomikéw zaréwno przy wprowadze-
niu domie$niowym jak i dootrzewnowym w po-
staci przemytej =zawiesiny przetrwalnikow.
Zwierzeta pozostawaly zdrowe i nie tracily na
wadze. Badania wlasSciwosci onkolitycznych
wykonano na myszach i chomikach zakazonych
nowotworami. Zwierzeta te wykazywaly roz-
wobj nowotworéw wszczepionych i ginely z cza-
sem wsréd objawoéw wyniszczenia.

Proby dzialania onkolitycznego objely zaka-
zone rakiem Ehrlicha myszy biale i miesakiem
polyoma — chomiki. Przy formie wysickowe]j
raka Ehrlicha u myszy i wprowadzeniu do-
otrzewnowym zarazka ,,CNJ”-1 uzyskiwano
wyrazny i szybki, w ciaggu 24 godz., efekt onko-
lityczny, ale czas zycia zwierzecia ulegal skro-
ceniu. Iniekcja dozylna przetrwalnikéw nie po-
wedowala  w tym przypadku  onkolizy i nie
wplywala na czas zycia zwierzecia, Stwierdzo-
ny szybki efekt onkolityczny, wystepujacy przy
uzyciu drogi dootrzewnowej, zdaje sie zalezeé
nie od namnozenia bakterii, lecz byé¢ wynikiem
dzialania hipotetycznego, gotowego czynnika
litycznego zarazka (2, 3, 5, 6, 11). Natomiast
brak dzialania przy iniekeji dozylnej, moze wy-
nikaé z nienamnozenia sie w tych warunkach
wprowadzonych przetrwalnikéw i z rozcien-
czenia wprowadzonego czynnika litycznego.

Przy formie guzowatej raka Ehrlicha, zarow-
no wprowadzenie dootrzewnowe jak i dozylne
»CNJ"-1 powodowaly efekt onkolityczny: spa-
dek ciezaru ciala i rozmiekanie guza. Czas zycia
zwierzat nie ulegal ani skréceniu, ani przedltu-
zeniu w stosunku do zwierzagt nieleczonych.
By¢ moze, ze czynnikiem akiywnym jest tu
kininaza, ktéra wg Brantnera (2, 3) oraz Mose
i wsp. (15) warunkuje proces onkolizy, na dro-
dze wywolania zaburzen w mikrokrgzeniu krwi
w guzie.

W przypadku chomikéw zakazonych migsa-
kiem polyoma — powstale guzy -— po zastoso-
waniu doolrzewnowym szczepu ,,CNJ”-1, wy-
kazywaly calkowite rozmiekanie tkanki nowo-
tworowe]j z powstaniem duzych, niegojacych sie
ubytkéw. Czas zycia zwierzat, w poréwnaniu
do zwierzat nieleczonych, ulegl niestety skro-
ceniu.

Przeprowadzone obserwacje
mozliwos¢ uzyskania efektu onkolitycznego
przez uzycie szczepu Cl. sporogeres ,,CNJ-17,
przy obydwdch zastosowanych nowotworach.
co jednak nie przyczynia sie do przedluzenia
czasu zycia zwierzat. Podobne wyniki uzyskat
ostatnio Schweizer (23) przy uzyciu zarazkow
Cl. butyricum.

wskazuja na

Przyczyna przyspieszonego padania zwierzat
nie jest jasna. Prawdopodobnie organizm ich
nie jest w stanie unieszkodliwi¢ tak duzych
ilosci rozpadlej tkanki (u myszy ciezar nowo-
tworu w formie guzowatej wynosit do 15%
ogolnego ciezaru ciala). Poza tym niewyklu-
czone, ze dla oslabionego nowotworem ustroju
zwierzecia, uzyte w doswiadczeniu nieszkodli-
we dla myszy zdrowych bakterie i produkty
ich metabolizmu, stajg sie wyraznie szkodliwe.
Wedlug Raynauda (21) laseczki Cl. sporogenes
mogag w pewnych warunkach produkowad
znaczne ilosci amoniaku i toksycznych amin.
By¢ moze, Ze weczesne otwarcie chirurgiczne
rozmigkajacego guza dla usuniecia rozpadle]j
tkanki oraz zneutralizowanie produkiow meta-
bolizmu bakterii za pomocg surowicy odpor-
nosciowe]j, jak rowniez wstrzymanie dalszego
ich rozwoju przez uzycie antybiotykéw, moglo-
by przedluzy¢ okres zycia leczonych zwierzat.
Sprawdzenie tej tezy wymaga jednak przepro-
warzenia odpowiednich badan.
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Heiran 3., Hosak H)., fActiuembexu T. — Mecrepo-
BaHUA OHKOJMUTUYECKOIo MAeHCTBHUS BbIJAEJEHHOI0 M3
3em mramMma Clostridum sporogenes ,,CNJ”,

U3 10 0Opa3uoB 3eMJIM BBIASJUIU 2 1lITaAMMa aHaspo-
6oB (CNJ-1 u CNJ-2), KoTOpbLle UACHTUOUUKPOBALM
kak Clostridum sporogenes. Ofa miraMMa 0Ka3aluCh
coBepllleHHO ©Oe3BpeZHBIMM [AJS 3I0POBBIX  MBIIIEH
1 xoMAKOB. [loapobHO Mccnemorauubni muTamm CNJ-1
0Ka3aJICA aKTMBHO OHKOIMTMYOCKMM B OTHOLIEHMU
K 9KCCYOATHBHOM M K TYMOPO3HOM (POPMEe KAPLMHOMBI
Opauxa y MbIIIEN M K CApPKOMe NejuoMa ¥ XOMSKOB.
IIpOONKNTEe THHOCTL ZKM3HM KUBOTHBIX 3apazKeHHbIX
SKCCYAaTUMBHOM (DOPMOIM KapUMHOMBI Dpamxa M capKo-
MOV IOJMOMAa II0CJIe OHKOJM3BEI BBLIZBAHHON BBeJeHUEM
urramma CNJ-1 6pista OZHAKO KOpPOUe UeM ¥ ZKUBOTHBIX

He IIOJABEPTHYTBIX JAericTBuio CNJ-1. B cayyae TyMoO-
PO3HOI  GOPMBI  KapUMHOMBI  IPOJOJIIKHUTEJILHOCTL
KU3HM He UaMeHsJiach. OGCyaAuJN Pe3yNbTATLI MCCIe-
JOBAHMII M BO3MOZKHOCTEL YJYYIICHMUI OHKOJIMTMYECKOTO
IeliCTBUSA lITaMMa ANA  SBEHTYAaJbHON OuoTepanuu
OITy XOJICH.

Cygan Z., Nowak J., Jastrzebski T. — Investigations
on the oncolytic action of Cl. sporogenes ,,CNJ” iso-

lated from the soil.

Out of 10 samples of soil there have been isolated
iwo anaerobic strains producing spores. They were
called CNJ-1 and CNJ-2 which were later determined
as Cl. sporogenes. Both the strains displayed oncolytic
properties but simultaneously their spores proved to
be apathogenic for mice and hamsters after given by
ditferent routs. The strain CNJ-1 was examined to-
wards ditferent oncolytic characteristics. It  was
effective both against Ehrlich’s carcinoma (exudative
form and tuberous form) and against polyoma. The
time of survival of the animals infedted with carci-
noma and polyoma was shorter than those infected
with neoplasms and treated with the spores of Clostri-
dium. Only in mice with the tuberous type of carci-
noma there was not any difference in the time of
survival both in treated and untreated animals. In
the paper there have been discussed the reason of ra-
pid deaths of infected animals and the possibility of
improvement of this method of biotherapy of neo-
plasms.

BRONISLAW KOZAKIEWICZ, ZBIGNIEW PAWLOWSKI, JAN ZATONSKI

Skutecznos$¢ niklosamidu i bunamidyny
w zwalczaniu echinokokozy u psow™)

Z Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Poznaniu

Bablowica $win jest w Wielkopolsce jednym
z istotnych problemoéw z zakresu chorob inwa-
zyjnych; w niektérych rejonach ponad 35%
trzody chlewnej wykazuje w badaniu po uboju
pecherze bablowcowe w watrobie (9). Doéé
znaczna ekstensywno$é tej inwazji u §win wia-
ze sie z niemalym odsetkiem pséw zarazonych
tasiemcami z gatunku Echinococcus granulosus
(9).

Mimo znacznego postepu w leczeniu tasiem-
czyc, jaki mial miejsce w ciggu ostatnich 10
lat, usuwanie postaci dojrzalych tasiemca bab-
lowcowego u pséw jest nadal nierozwigzanym
elementem wybidrczej terapii. Krajowy prze-
myst farmaceutyczny, poza arekoling, nie dys-
ponuje skutecznymi preparatami do zwalcza-
nia inwazji E. granulosus u pséw.

W odniesieniu do preparatow stosowanych za
granica opinie na temat skutecznosci niklosa-

*} Badania
wspolpracy
ta, USA,

wykonano w ramach polsko-amerykanskiej
naukowej z Center for Disease Control, Atlan-
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midu sg kontrowersyjne, natomiast dos¢ dobrg
opinig cieszy sie bynamidyna wprowadzona do
lecznictwa weterynaryjnego w 1965 r.

Celem pracy bylo porownanie skutecznosci
niklosamidu i bunamidyny produkcji zagranicz-
nej w zwalczaniu echinokokozy psow.

Material i metody

Badania wykonano u 15 pséw bezrasowych, 6 sam-
cow 1 9 samic, w wieku 2—3 miesiecy, o wadze ok.
4 kg. Psy pochodzily z mnogich miotow w zagrodach
wiejskich i wieksza ich czes¢ byla przeznaczona do
uspienia.

Badanie kliniczne pséw wykonane przed zarazeniem
nie wykazalo zadnych odchylen od normy. Psy byly
uprzednio odrobaczone, co potwierdzono badaniem
parazytologicznym. Kontrolne badanie koproskopowe
po leczeniu wykazalo jedynie obecno$é¢ jaj Trichocep-
halus vulpis.

Psy zarazono E. granulosus podajac codziennie, przez
okres 7 dni, protoskoleksy tasiemca. Pochodzily one
z bablowcdw znalezionych w watrobach kilkunastu
swin. Zywotno$é protoskolekséw byla kazdorazowo
sprawdzana pod mikroskopem. Inwazyjne protosko-
leksy byly dokladnie mieszane z karma, ktérg réwno-
miernie dzielono pomiedzy poszczegdélne psy. Dawka



