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Whasciwosei i rola chorobotwércza beztlenowcéw C. sordelli

wyosobnionych od owiec

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul, Stowicza 2, 20-336 Lublin

Rola c¢horobotwércza beztlenoweéw C. sor-
delli w schorzeniach owiec wobec niewielu
opisanych przypadkéw chorobowych, wymaga
ciagle badan. Doéé wspomnie¢, ze do 1942 r.
wyosobniono zaledwie 2 szczepy tego gatunku
(23). Z pézniejszych lat pochodzg trzy dalsze
opisy udanej izolacji C. sordelli od owiec (I,
16, 18). Stad tez wiedza na temat wilasciwosci
i znaczenia w patologii tych drobnoustrojow
jest nadal niewystarczajgca.

Zakazenia na tle C. sordelli przypominajg
obrazem chorobowym infekcje wywolywane
przez C. novyi (13, 19). Dlatego w diagnostyce
schorzen tej etiologii postuluje si¢ stosowanie
préb réimicujacych przede wszystkim powyz-
sze beztlenowece i dodatkowo réwniez C. bi-
fermentans (5, 20). '

Celem niniejszej pracy bylo poznanie pod-
stawowych wlasciwosei — wyosobnionych od
owiec — szczepow C. sordelli oraz rozwazenie
ich roli chorobotworcezej.

Material i metody

Padle owce. Do badan diagnostycznych dostarczono
trupy 2 jagnigt w wieku 7—8 tygodni oraz 1 owcey
liczacej 5 lat. Zwierzeta te pochodzily z jednej ow-
czarni i byly nadeslane w stanie Swiezym, tj. bez
widoeznych zmian gnilnych.

Poszukiwanie toksyny. Z tresci jelit cienkich spo-
rzadzono 50% wyciagi w plynie fizjologicznym z do-
datkiem antybiotykéw (400 j/ml penicyliny 1 200
weg/ml streptomycyny), a uzyskany po ich odwiro-
waniu plyn znad osadu (4000 obr./min, w ciagu 45
minut) wprowadzano dootrzewnowo myszom W je-
dnorazowej dawce 0,6 ml. Czas obserwacji zwierzat
wynosit 3 dni.

Posiewy. Badania objely poszukiwanie chorobo-
tworeczej mikroflory beztlenowej i tlenowej. Dla wy-
krycia beztlenowcéw dokonywano wysiewdw krwi z
narzadéw i tresei jelit na podloze Zeisslera. Czas in-
kubacii w 37°C — metoda pyvogallolowg (15) — wy-
nosil! 3 dni. W tych samych warunkach prowadzono
posiewy w celu okredlenia liczby drobnoustrojow
beztlenowyeh i wystepujacych pomigdzy nimi sto-
sunkéw iloSciowych. Jednoczesnie sprawdzano wystg-
powanie tlenowcéw — w badanych prébach — po-
przez wysiewy na podloza rutynowe, tj. agar z krwig
i SS (czas inkubacji w 37°C — 1 dzien). -

-Izolacja. Poszczegdlne kolonie beztlenowcédw wy-
rosle na podlozu Zeisslera wycinano wraz z agarem
i wprowadzano do pozywki Wrzoska. Czas inkubacji
w 37°C wynosit 1—2 dni. Uzyskane hodowle spraw-
dzano na jednorodno$é morfologiczng komoérek bak-
teryjnych (preparaty barwione metoda Grama) i ko-
lonii (hodowle inkubowane w atmosferze beztleno-
wej), jak réwniez na brak zanieczyszczen tlenowca-

mi (posiewy na agarze z krwia, namnazanie w wa-
runkach tlenowych).

Identyfikacja. U wyosobnionych szezepdéw rodzaju
Clostridium sprawdzano morfologie komérek bakte-
ryjnych i kolonii, zdolnoéé do wytwarzania zarodni-
kow w podiozu Ellnera oraz barwienia sig metodg
Grama. Okreslano tez ich aktywnos¢ fermentacyjna
(wobee laktozy, glukozy, sacharozy, maltozy, manno-
zy, fruktozy, sorbitolu, glicerolu i mannitolu) oraz
proteolityczna (w stosunku do mleka lakmusowego,
15% zelatyny i surowicy 3cietej w stupku). Poza tym
badano zdolno§é szczepéw do wytwarzania lecytyna-
zy (pozywka Willisa — Hobbs), indolu i skatolu
(tzw. test wanilinowy), a takZe ureazy badanej wed-
lug metody Fergussona i Hooka w modyfikacji Ro-
landa i wsp. (17) oraz Tataki i Huet (21).

Wiadciwosei chorobotworeze, Dzialanie letalne bez-
tlenowecow okreélano na $winkach morskich zakaza-
nych domieéniowo dawka 05 ml jednodobowej ho-
dowli ze wzbogaconej pozywki Wrzoska (dodatek 0,5%
glukozy 1 1% surowicy konskiej) podana razem z 0.5
ml 10% CaCl, (czas obserwacji zwierzat — 5 dni). W
badaniu poémiertnym opisywano rodzaj wywolywa-
nych zmian chorobowych.

Wyniki i om6éwienie

Rozpatrzono wlasciwosei 15 wyizolowanych
szezepdw laseczek beztlenowych, na ogél lat-
wo zarodnikujacych w pozywce Ellnera i stad
tez zaliczonych do rodzaju Clostridium. Ro6z-
nice jakie wystepowaly w wygladzie ich ko-
mérek i kolonii stanowily podstawe do roz-
réznienia 4 grup morfologicznych (tab. 1). W
najliczniejszej grupie I ujeto 10 szezepbw
(CGT1 — CGT10) przedstawiajacych oselko-
wate laseczki gramododatnie, $redniej diugos-
ci, rzadziej tylko krétsze (ryec. 1). Tworzyly
one kolonie érednicy 2—3 mm, plaskie i nie-
regularne (rye. 2), bardzo czesto z wyrostko-
watym brzegiem (ryc. 3). Natomiast rzadziej
wyrastaly jako kolonie nitkowato-strzepiaste
(rye. 4). Pod koloniami na podlozu Zeisslera
pojawiala sie zwykle strefa hemolizy typu be-
ta. Szezepy tej grupy fermentowaly glukoze,
maltoze i glicerol, podczas gdy zaden z nich
nie rozktadat laktozy, sacharozy, fruktozy,

Tab. 1. Zrdznicowanie ma grupy morfo}ogiczne wy-
osobnionych szczepdéw Clostridium

Fraypadek Grupa morfologicana

chorobomwy ! [ W I3
Jagnig 1| 4 (cGTI-C6T4)

Jagnig 2 | 4 (cGrs-cers) 1 (corr4)
Oweca 2(C6T9~CErI0)| 2 (CoT11-C0ori2)| 1CCOr13) | 1 (C6TI5)

Objasnienia: cyfry przed nawlasem - lczba szczepéw, W
nawlasach — oznaczenla szczepéw.
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Rye. 1. Komérki bakteryjne szczepu CGT1 (pow. Ryc. 4. Nitkowato-strzgpiaste kolonie szczepu CGT8
900X) (pow. 32X)

Ryc. 2. Kolonie szczepu CGT-1 na agarze z dodatkiem
surowicy (pow. 32X)

Ryc. 5. Efekt wywotanej proteolizy S$cietej surowicy,
A — wzrost szezepu CGT1, B — wzrost szczepu
CGT8, C — podtoze kontrolne (pow. 0,6X)

Ryc. 3. Wyrostkowaty brzeg kolonii szczepu CGT9
(pow. 32X)

mannitu i sorbitolu. Jedynie 4 izolaty (CGT1

. CGT4) rozbudowywaly mannoz’(?. WSZySF— Ryc. 6. Aktywno$¢ lecytynazowa szczepu.CGTl na
kie szczepy wykazywaly aktywno$¢ proteoli- podtozu Willisa — Hoobs (pow. 2X)
tyczng, tj. Scinaly, a nastepnie trawity kazeine

mleka, rozrzedzaly zelatyne oraz rozpuszczaly stawala strefa zmetnienia, wskazujaca na wy-
Scieta surowice (ryc. 5). Poza tym produkowa- twarzanie lecytynazy (ryc. 6).

ty one ureaze i indol, ale bez obecnosci ska-  Uwzgledniajac powyzsze wlasciwosci mozna
tolu (test wanilinowy ujemny). Dookola kolo- byto wykluczy¢ przynaleznos¢ badanych szcze-
nii wyrostych na podlozu Willisa-Hobbs pow- pow do C. novyi i C. septicum. Te dwa bowiem
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gatunki okresla calkowicie odmienny profil
fermentacyjny i brak aktywnosci proteolitycz-
nej (6, 20). Zdolnosé izolatéw CGT1 — CGT10
do wytwarzania ureazy wykluczata mozliwosc
ich identyfikacji jako C. bifermentans, nato-
miast wskazywala na przynaleznos¢ do gatun-
ku C. sordelli. Wprawdzie ureaze produkuja
réwniez beztlenowce C. perfringens (19), ale
ten gatunek charakteryzuje zesp6l innych cech
hodowlanych i biochemicznych. Z podobnych
powodow odpadla mozliwosé rozpoznania szcze-
pow 1 grupy jake C. difficile. Podobienstwo
bowiem C. difficile do C. sordell: dotyczy tyl-
ko toksyn odpowiedzialnych — jak sie dzi$
uwaza — za niektére przypadki tzw. ,colitis
pseudomembranacea” (4, 8, 11).

Izolaty owcze CGT1 — CGTI10 okazaly sieg
chorobotworeze dla $winek morskich. Powodo-
waly one bowiem $mier¢ tych zwierzat, naj-
czesciej na 2 wzglednie 3 dzien od zakazenia,
wérod objawow typowych dla obrzeku zlosli-
wego. Zatem réwniez w oparciu o kryterium
chorobotwoérczosci — roznicujace gatunki C.
sordelli i C. bifermentans — nalezalo uznaé
wszystkie szczepy za C. sordelli.

Wtasciwoséei fermentacyjne wyosobnionych
szczepow C. sordelli byly zgodne z opisem in-
nych autoréow (5, 6, 12, 19). Uwage zwracala
jednak latwosé, z jakg izolaty CGT1 — CGT10
rozkladaty glicerol. Zwykle bowiem zdolnost
taka nie jest immanentng cechg drobnoustro-
jéw C. sordelli (1). Rowniez Richards i Hunt
(16) nie potwierdzili u wyosobnionego przez
nich szezepu owezego aktywno$ci w tym za-
kresie.

Identyfikacja innych wyizolowanych beztle-
nowcow, przeprowadzona w oparciu o test se-
roneutralizacyjny, pozwolita sklasyfikowac
szezepy 11 gruoy (CGT11 i CGTI12) jako C.
septicum, III (CGT13) — C. novyi A oraz IV
(CGT14 i CGT15) — C. perfringens A. Poza
tym mnalezy jeszeze wspomnie¢, ze sposSréd
tlenowcdw izolowano pateczki E. coli oraz zia-
renkowce Staphylococcus sp. i Streptococcus
sp.

Tab. 2. Pochodzenie wyosobnionych szczepéw z ro-

dzaju Clostridium

Prrypaces o b . . 5
,,.,of:””y C.50rdalli |C.septicum | C. novyi A |C.perfringens A
Jagnigl! | MWNS

Tagrig 2 | MWNS 7

Owea MKy MK M J

Objasnienia: M — mieénie, W — watroba, N — nerka, S —
serce, J — jelito.

Blizsze dane na temat pochodzenia owczych
szczepow z rodzaju Clostridium przedstawia
tab. 2. Wynika z niej, ze laseczki C. sordelli
zostaly wykazane we wszystkich probkach
miesni 1 wiekszo$ei badanych narzgdéw migz-
szowych. Drobnoustroje te stanowily u obu
jagniat jédyna flore beztlenowcows, podczas

gdy u owcy wystepowaly w mieszanym zespo-
le z C. novyi A i C. septicum (miesnie) oraz
tylko z C. septicum (watroba). Jednak i u ow-
cy drobnoustroje C. sordelli wyraznie domino-
waly nad towarzyszgcymi bezi{lenowcami w
stosunku liczbowym wynoszgeym w przypad-
ku mie$ni 10:1,5:1 oraz watroby 10:3. Nie wy-
kryto natomiast obecnosci C. sordelli oraz tok-
svn beztlenowcow w treéci jelit, ktéra zawie-
rala normalng ilo$¢ zarazkéw C. perfringens A
osiagajageych koncentracie u jagniecia 2,1X
X10%/g i owey 1,4X10%g. Zatem osiggniete
wyniki bylv typnowe dla obrzeku zlosliwego,

_‘a jednocze$nie wykluczaly one enterotokse-

mie.

Powyzszg diagnoze potwierdzal réwniez ob-
raz sekeyiny przedstawiajacy u obu jagniat
gazowy, ciemnoczerwonv naciek galaretowaty
tkanki podsk6rnej i miesni, siegajacy od prze-
strzeni miedzyzuchwowej do kotca mostka.
Uwage zwracal tez wyrazny obrzek glowy oraz
zwvrodnienie mieénia sercowego i watroby.
Podobna infiltracje tkanek rejestrowano réw-
niez u $winek morskich zakazonych hodowla
izolatéw C. sordelli i C. novyi A, podezas gdy
obraz sekeyiny — po podaniu kultur C. sep-
ticum — charakteryzowal brak takich nacie-
kow.

Badane schorzenie przvoominata lokalizacia
zmian chorobowych obrzek zlosliwy, opisany
jako tzw.. ,duza stowa” (,big head” — ,bh”).
Mialo tez podobna etiologie zwazywszy na ist-
niejacy zwiazek ,bh” z C. novyi i C. sordelli
(7, 14). Natomiast pewna osobliwoscia bvlo
chorowanie tvlko samic, podczas ¢dv postaé
.bh” wystepuie wylacznie u trvkow (14).
7Zrédtem chorobotwérezyeh laseczek C. nowvvi
A i C. sordelli bywa zawsze ziemia (23). Nie
mozna bowiem wiazaé z ordanizmem owiec
stwierdzonei ohecnosei tvch beztlenowcéw w
runie (7, 23). Dalsze réznice — jakie daig sie
wvkazaét — dotycza vowstawania bram wei-
4cia Ala zarazkéw. W przvnadku formy  hig
head” wnikniecie drobnoustroiéw przez skore
ulstwiaia urazy glowv powstate u atakuiacych
sie trykow (7, 23). Przeciwnie, u badanych
nr7e7 nas nwiec obrazenia nozostawalv w Seie-
tvm 7zwiazku 7z zaburzeniami zbornosci ruchdéw
na tle stwierdzonveh niedoboréw Cu., Mo i Se.
Do olkaleczen zwierzat dochodziln bowiem w
czasie napadéw swaltownvch skurczéw mies-
niowvech oraz nie kontrolowanveh ruchdw. a
nawet uderzenn glowa i szvia. nrzv jstnieizcvm
niedowladzie i porazeniu kotczyn. Poza tvm
uwaza sie, ze sam niedobdér Mg stwarza iuz
predvsvozvcie do wystapienia zakazen heztle-
nowcowych (9). Nie mozna tez nie wspomniec¢
o mozliwoéei dzialania innych jeszeze czynni-
kéw alimentarnych, podobnych do tych, ja-
kie warunkujg patogeneze szelestnicy (23) oraz
tzw. syndrom naglej $mierci (,,Sudden Death
Syndrome”, 2, 3, 10, 22).
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Ieran 3., Ty3mk 3., Tomamrercrag M. — CzoiicTBa n
GomesHerBopras poas anaspodor C. sordelli, wzommpo-
BaHHBIX 0T OREI[

YcenenoBanm CROMCTBA M GOJME3HETBOPHYIO POJL 10
mrammor C. sordelli uM30aMpPOBAHHEIX M3 MBILUNT M IIa-
PEHXMMATO3HLIX OPTaHOB B YMUCTOM KVIBTYpe OT 2
7—8-HeneNbHLIX ATHAYT, & B CMEIIAHHOM COCTaBe ¢
C. novyi A u C. septicum ot 1 5-zerueit oBurl. Bce

UITAMMBbI BBISBIBAJM Yy MOPCKMX CBMHOK XapaKTepHbIE
CHMIITOMBI 3JIOKQ4YeCTBEHHOTO OTeka. Takike apyrue
CBOJICTBA 9TMX aHASPOOOR O0Ka3aJMUCh TUNMYHBIMU AJISA
eupga C. sordelli (mmp. ypeasa -+, menuru=asa -+, mH-
gon +, depMeHTauus TIOKO3bI +, MaJbTO3BI + U
rauuepoaa -). ,

Ucneayemoe 3aboJieBanMe HATIOMMHAJA JIOKAJIM3aLMUE
§0JIe3HeHHBIX M3MEHEHU) 3JI0KAYECTBHHBINA OTeK, OIM-
CaHHBINM KaK T.Has3. ,,60abmasn romosa”. Yuderuu pas-
BUBAJNUCh ¥ OREl, IOKA3bIRAKIINX JJOKOMOTODHYIO aTaK-
CMI0, BOBHUKINYIO Ha doHe pedunuroB Cu, Mg u Se.
IIpoHuKHOBeHVE AaHA3POOOB AENAMM BO3ZMOKHLIMKM TPaB-
MBI XMBOTHBIX ¢ IIJIETUAMM BO BPEeMA BBLITIOJIHEHUA DPe3-
KX JABUXKEHUII IIeeil M HEKOHTPOJMPOBAHHBIX YOAPOR
TOJIOBOA.

Cygan Z., Guzik Z., Tomaszewska M. — Properties
and the function of pathogenic anaerobes — C. sor-
delli isolated from sheep

There were examined the properties and the func-
tion of 10 strains of C. sordelli, isolated from muscles
and internal organs in a pure culture from two lambs,
7—8 weeks old, and in the mixed form with C. novyi
A and C. septicum from a sheep at the age of 5
vears. All the strains induced in guinea pigs charac-
teristic signs of a malign tumour. Other properties
of those bacteria proved to be typical for C. sordelli
(urease +, lecithinase +, indole +, fermentation of
glucose, maltose and glycerol +). The disease remin-
ded owing to the localization of the pathological
changes a malign tumour, the illness desribed as big
head. The disease developed in sheep with ataxy due
to deficiency of Cu, Mg, and Se. The invasion of
anaerobic bacteria in animals with paralysis of legs
was possible through the wounds aquired by the
sheep during rapid neck motions and uncontrolled
strokes of head.

JANUSZ WAWRZKIEWICZ *, ELZBIETA CZERWINSKA, ELZBIETA ZDUN

Whasciwoscei biologiczne atenuowanego szczepu wirusa noséwki

namnazanego na-fibroblastach kurzych w podtozu produkeiji wlasnej

* Zaklad Mikrobiologi Wydzlalu Weterynaryinego AR. ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Zaklady Przemysthu Biloweterynarylnegoy

Noséwka, zarazliwa choroba pséw, liséw, no-
rek, fretek i wilkéw wywolywana jest nrzez wi-
rus (1, 2) z rodzinv Paramyxoviridae. Wysteou-
je ona na calym $wiecie, nowoduiac naiwieksze
straty ekonomiczne w hodowli zwierzat futer-
kowwvch, szezegdlnie za§ mnorek. Zanobieganie
polesa gldwnie na szczevieniach ochronnvceh,
zapoczgtkowanveh przez Laidlaw i Dunkina w
1928 r. (5). przv uzveiu materialu zawieraigceso
wirus inaktvwowany formaling. Obecnie produ-
kowane szczevionki zawieraia z resuly zvwe
szczepv atenuowane, zaadaptowane do réznych
hodowli komorek.

W Polsce od kilkunastu lat produkowana jest
szczepionka przeciwko mosdéwee przy uzyciu
szezepu replikujacego w hodowli fibroblastéow
zarodka kurzego, w plynie utrzymujacym Par-
kera 199, dostarczanym przez Wytwoérnie Su-
rowic i Szczepionek w Lublinie. Podloze to za-
wiera poza solami sodu, potasu, magnezu oraz
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glukozg szereg aminokwasoéw, witamin i innych
sktadnikéow umozliwiajacych podtrzymanie me-
tabolizmu komorkowego in witro. Korzvstna
wlasciwoseia tego plynu jest zapewnienie
wzglednie wvstandaryzowanych warunkéw ho-
dowH, mieodzownych przy niektérych pracach
naukowych 1lub przy pasazowaniu szczepow
wzorcowvych i macierzystych. Jednakze stosun-
kowo wysoka ocena takiego podloza, przygoto-
wanego ze skladnikéw importowanych, rzutuije
niekorzvstnie na koszt produkeji szczepionki
i uzaleznia wytwoérce od importu wielu zwigz-
kéw chemicznych.

W celu obnizenia kosztéw produkceii szcze-
pionki przeciwko noséwce i uniezaleznienia sie
od innych producentéw, wykonano badania
zmierzajgce do zastgpienia syntetycznego plynu
Parkera 199 podlozem =znacznie tanszym, o
uproszczonym sktadzie, przygotowywanym we
wlasnym zakresie,



