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Clostridium difficile
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Wytwarzane przez Clostridium difficile tok-
syny warunkuja ekspresje wszystkich obja-
wow  Kklinicznych wywolywanych schorzen
(11). Stad tez wynika zainteresowanie rolg
chorobotworezg, strukturg i wlasciwosciami
tych jadéw (8). Przedstawienie tej malo zna-
nej problematyki jest celem niniejszego opra-
cowania.

Toksyny C. difficile przez kilkadziesigt lat —
od wykrycia tego zarazka w 1934 r. (36) — nie
byly dokladniej badane (66). Zatem i rola cho-
robotworcza drobnoustroju nie mogta byé pew-
nie okreslona. Zwykle upatrywano jg w spo-
radycznych zakazeniach, czesciej dotyczgeych
zewnegtrznych tkanek (33, 35, 49) niz narzadow
wewngtrznych (61, 67). Podobnie rzadko lasecz-
kom C. difficile przypisywano wywolywanie
biegunki u milodych zajecy (22) oraz udzial w
mechanizmie Smierci na tle niedroznosci jelit
u psow i krolikow (2, 13). Niedawno wskazano
jednak na szerszy zakres chorobotworezych od-
dzialywan beztlenowcow C. difficile, gléwnie
poprzez udokumentowanie roli ich toksyn w
patogenezie — indukowanych przez chemiote-
rapeutyki — jatrogennych powiklan u czlowie-
ka, opisanych jako rzekomobloniaste zapalenie
okreznicy (Pseudomembranous Colitis — PMC,
10, 30, 31, 38, 42, 43, 60) i biegunka poanty-
biotykowa (Antibiotic — Associated Diarrhoea
— AAD, 32, 47). Schorzenia te przebiegaja z
bélami brzucha, uporczywa biegunks trwajaca
nawet do kilku tygodni (10—20 wyprdznien
dziennie) oraz z gorgczksg (38°—40°C) i leuko-
cytozg (17 000—45 000 komorek/mm® — 8, 50,
72), a wyjatkowo rowniez z zapaleniem sta-
wow (63). Smiertelnoié w ciezkich stanach cho-
robowych osiggata 20% (50). Niekiedy zesp6l
objawdéw klinicznych, przypominajgcych PMC
i AAD, moze wystgpi¢ niezaleznie od stosowa-
nych chemioterapeutykow (8, 51). Sugeruje to
wplyw jeszcze innych niz preparaty przeciw-
bakteryjne czynnikéw ryzyka odnosnych kom-
plikacji (56, 77). Udzial jednak C. difficile w
powiklaniach polekowych jest wysoki, gdyz
dotyczy on 90%—100% przypadkéw PMC i 20%
AAD (5). Czestotliwosé wystepowania powyz-
szych zaburzen osiggnela juz w Szwecji odpo-
wiednio 0,09% i 0,6% (3).

Podobne komplikacje, zwigzane z C. diffi-
cile a odpowiadajgce PMC i AAD, wystepujs
réwniez u otrzymujgcych preparaty przeciw-

bakteryjne chomikéw i §winek morskich (10,
48, 64). Zwierzeta te zostaly nawet uznane za
modelowe z uwagi na latwosé reprodukowania
u nich takich powiktan (10). U chomikéw jed-
nak — w przeciwienstwie do czlowieka — pro-
ces chorocbowy lokalizuje sie w jelicie biodro-
wym i $lepym, a wiec odpowiada on zaburze-
niom typu enterocolitis (8, 27). Badaniem mi-
kroskopowym wykrywane sg wybroczyny i na-
cieczenia leukocytarne, a ponadto rozrost ko-
morek nablonka oraz niekiedy owrzodzenia i
wysiek (1, 37, 48, 58).

Fekety i wsp. (26) wykazali dzialanie indu-
kujgce PMC i AAD u 15 sposrod 24 badanych
chemioterapeutykéw. Co wiecej, okazalo sie,
ze analogiczne stany chorobowe mogg powstaé
po podaniu wiekszosci antybiotykéw aktualnie
wykorzystywanych w lecznictwie (8). Najwiek-
sze jednak zagrozenie stwarza stosowanie klin-
damycyny, cefalosporyn i penicylin (5). W tym
dzialaniu aktywnos¢ klindamycyny i cefalospo-
ryn okazala sie 36—63 raza wyzsza niz peni-
cylin (3). Najmniej takich wlasciwosci przypi-
suje sie wankomycynie =zalecapej w terapii
PMC i AAD (8, 73). Antybiotyk ten wykazuje
bowiem wyijatkowa aktywnosé wobec szcze-
pow C. difficile, a ponadto jest wolno resorbo-
wany z jelit i osigga w nich po aplikacji do-
ustnej wysokg koncentracje wynoszacy 80—
12 000 p/g katu (73).

Mechanizm indukowanych przez antybiotyki
i zwigzanych z C. difficile zaburzen jest zto-
zony, a przy tym niejednolity. Fakt, ze cefa-
losporyny w wywolujgcej enterocolitis dawce
10 mg osiagajg w kale koncentracje 10 pg/g,
tj. nizszg niz ich MIC wynoszace dla szczepow
C. difficile 100 pg/ml, sugeruje mozliwosé od-
dziatywania poprzez selekcjonowanie opornych
mutantéw (26). Rozwiniecie sie omawianych
komplikacji determinuje w duzym tez stopniu
powszechno$é nosicielstwa C. difficile stwier-
dzanego u 16%—71% niemowlat (20, 36, 39, 44,
69, 76), 2%—3% osob dorostych (5, 29, 38, 44,
54, 76) i u 6% chomikéw (74). Zatem rezerwua-
rem tych beztlenowcéw jest w wiekszosei po-
wiklan o charakterze PMC i AAD sam ma-
kroorganizm. W tych przypadkach role anty-
biotykoéw sprowadza sie najczesciej do wply-
woOw supresyjnych na konkurencyjng mikro-
flore, co ma ulatwiaé wytworzenie sie w okrez-
nicy ,,prozni mikrobiologicznej” (microbiologi-
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cal void — 5), gwaltownie wypelnianej przez
wlasne szezepy C. difficile (11). Niekiedy jed-
nak przebieg epidemiczny PMC i AAD wyda-
je si¢ wskazywaé¢ na infekcje egzogenng (186,
52). Przemawia za tym wykazywana obecno$é
tych beztlenowcéw w kurzu pomieszczen szpi-
talnych oraz na rekach i w kale zatrudnione-
go personelu (11, 16), a takze skutecznosé¢ sto-
sowania barier chronigcych przed rozwojem
zewnatrzpochodnych zakazen (43, 74). W zwigz-
ku z tym zasugerowano nawet mozliwo$¢ uzna-
nia PMC i AAD za schorzenia zarazliwe (25,
43). Podkresla sie tez znaczenie osigganych w
trakcie terapii niezamierzonych, bo subinhibi-
cyinych dla C. difficile stezen chemioterapeu-
tykdéw w okreznicy (26). Stad tez wynika pa-
radoksalna mozliwos¢ wywolania PMC i AAD
podaniem preparatéw aktywnych wobec tych
beztlenowcéw (21). Roéwniez antybjotyczna
opornos$¢ endospor dodatkowo ulatwia ich kon-
wersje do potencjalnie toksynogennych form
wegetatywnych (D). Wreszcie miektére anty-
biotyki majg ostabiaé opornosé §luzéwki okrez-
nicy i w ten sposéb potencjowaé wplyw wy-
tworzonych toksyn (26).

Koncentracja laseczek C. difficile u oséb do-
tknietych AAD waha si¢ od 10° (76) do 10%g
kalu (78). Podobng liczbe zarazka stwierdza sie
takze u bezobjawowych nosicieli (40) oraz u
0s6b zdrowych, otrzymujgcych cyfoksytyne
(52). Niejednorodna jest jednak toksykogen-
nos¢ izolowanych beztlenowcow (15, 16, 65).
Aktywne pod tym wzgledem szczepy, tworzg-
ce najczesciej serotyp I, stanowig tylko 38%
calej populacji (53). Od nich jednak wylgcznie
zalezy rozwoj schorzenia (42, 53).

Swoistos¢ antygenowa toksyn C. difficile,
wykrywanych w filtratach kalowych, stanowi-
la przez szereg lat dyskutowany problem (11,
46, 59). Poczatkowo za osobliwos¢ uznawano
zobojetnianie ich aktywnosci nie tylko surowi-
cg antytoksyczng przeciwko C. difficile (9), ale
rowniez specyficzng dla C. sordelli (45). Feno-
men ten, przy nieobecnosci w kale laseczek
C. sordelli, ostatecznie wyjasniono zwigzkiem
antygenowym toksyn obu beztlenowcow (24,
57).

Wykazywane u os6b chorych miana toksycz-
ne wyciggow katowych odpowiadajg zwykle
rozcieniczeniom od 10-* do 10-7 {6). Podobng
aktywnos¢ moga roéwniez posiada¢ ekstrakty
pochodzgce od ozdrowiencéw (7, 19), a nawet
od os6b zdrowych (28, 76), gléwnie noworod-
kow (14, 39, 59). Fakt ten usiluje sie ttumaczyé
dzialaniem wytworzonych antytoksyn (53).

Wyniki dotychczasowych badan nad toksy-
nami C. difficile, aczkolwiek niepelne, dowo-
dzg jednak ich niejednorodnoseci i sg podsta-
wa do wyrdinienia tzw. cytotoksyny i toksy-
ny A (5, 11). Poznanie wiasciwosci tych czyn-
nikéw pozwala lepiej zrozumie¢ mechanizm
wywolywanych przez nie zmian chorobowych.
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Cytotoksyna, nazywana tez toksyng B, jest
bialkiem otrzymanym w stanie znacznego juz
oczyszczenia (37, 62, 70). Jej ciezar molekular-
ny — w zaleznosci od uzytych metod izolacyj-
nych — ustalono na 95000 (37), 240 000 (70) i
530 000 daltonow (62). W pewnych jednak wa-
runkach moze dysocjowa¢ na dwa fragmenty o
cigzarze 185000 i 500000 daltondéw (62). Jest
ona cieplochwiejna i niszczona w ciggu 1 godzi-
ny przez ogrzanie (56°C), zakwaszenie (pH 3)
oraz alkalizacje (pH 9). W kontrolowanych wa-
runkach ciaglej hodowli C. difficile uzyskiwa-
no — przy Eh =100 mV i w temperaturze
45°C — nawet tysigckrotny wzrost aktywnosci
cytotoksyny (55). W dawce 12,1 pg/ml wywoluje
ona efekt cytopatyczny w komoérkach réznyh
linii (11). Z koncentracjg cytotoksyny w hodowli
tkankowej koreluje nasilenie i zasieg zmian ko-
morkowych (18, 19). Przy zawartosci juz 170
pg/ml stymuluje ona aktywnosé¢ cyklazy guani-
lowej (75). Charakter wywolywanych uszkodzen
w komoérkach YI i HeLa przypomina troche
dzialanie enterotoksyn V. cholerae i E. coli (23).
Zmianom tym nie towarzyszy jednak wzrasta-
jacy poziom kwasu adenozynomonofosforowe-
go.

Toksyna A posiada rowniez wlasciwosei bial-
ka, a jej ciezar molekularny zostal okreslony
na 240 000 daltondow (11). Bedac substancjg cie-
plochwiejng jest miszczona w ciggu 1 godziny
w 56°C. Natomiast jest ona w miare stabilna
w zakresie pH 4—10 (czas ekspozycji — 1 go-
dzina). Toksyna A powoduje w hodowli komo6-
rek HeLa i MAT (mouse adrenal tumor) hamo-
wanie ich wzrostu (34). Poza tym daje ona reak-
cje po wprowadzeniu do podwigzanych petli
jelitowych u chomikéw i krélikow (gromadze-
nie si¢ wysieku i powstawanie martwicy §lu-
zo0wki). W warunkach doswiadczalnego zakaze-
nia chomikéw odpowiada za powstale u nich
objawy enterocolitis (71). Zatem toksyna A wy-
daje sie posiada¢ wlasciwosci typowej entero-
toksyny (4, 5, 12).

Jezeli przyja¢ aktywnos$é obu wytwarzanych
przez C. difficile czynnikow za wskaznik ich
roli chorobotworczej w PMC i AAD, to pordéw-
nanie takie przemawia zdecydowanie za toksy-
na A. Swiadczg o tym dawki tych antygenow
przedstawiajagce — przy zakazeniu dootrzewno-
wym myszy — LD;,=10 ng (toksyna A — 7T1)
i LD;=4400 pg (cytotoksyna — 11). W przy-
padku wprowadzenia toksyn do jelita $lepego
u chomikéw powstaje w nim krwotoczne zapa-
lenie (caecitis haemorhagica) po inokulacji 50
ng toksyny A i 125000 ng cytotoksyny (11).
Poza tym wspomnie¢ nalezy, ze aktywnosé¢ tok-
syny A charakteryzowana w swojej mocy daw-
kg LD;;=10—220 ng (11, 37), nie jest tak duzo
slabsza od mneurotoksyny C. botulinum B
(LD%=0,5 ng — 41) i D (LD,,=0,4 ng — 17),
a przewyzsza dzialaniem enterotoksyne na przy-
ktad C. perfringens A (LD,,=140 pg — 68).
Przyznajac zatem glowng role toksynie A w



Nr 3 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XLI

etiopatogenezie PMC i AAD nie mozna jednak
pomingé znaczenia antybiotykow regulujacych
sktad konkurencyjnej dla C. difficile mikroflo-
ry jelitowej.
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UPTON J.,, DUFFUS W. P. H.: Dalsze badania nad
subkiinicznym nosicielstwem Streplococcus suis typ 2
u $win. (Further studies on the subclinical carrier
state of Sireptococcus suis type 2 in pigs). Vet. Rec,
114, 513—518, 1984 (21).

Z_e 106 wymazéw z migdalkéw pobranych od 625
§win z 4 stad wyizolowano w czystej hodowli Strep-
tococcus suis typ 2. Wiek $win wahal sig od 2 tygodni
do 18 miesigecy. Najwyzszy odsetek nosicielstwa noto-
wano u prosiat w wieku 4—10 tygodni zycia. Badania
hodowlane wykonane po$miertnie z zeskrobiny mig-
dalkéw_wykazaly jednak wyzszy stopien zakazenia, co
wskazuje na powszechniejsze nosicielstwo S. suis typ
2. Paciorkowiec uirzymuje sie w migdatkach mimo
wystgpowania w surowicy krwi swoistych przeciwcial,
dodawania do parkum penicyliny. Nosicielstwo moze
utrzymywaé sie przez 512 dni.

G.

teczowego (Salmo gairdneri Richardson) w przebiegu
proliferacyjnej choroby nerek. (Changes in the serum
proteins of rainbow trout (Salme gairdneri Richard-
son) through an outbreak of proliferative kidney di-
sease). Vet. Rec. 115, 63—64, 1984 (3).

Jakkolwiek og6lny poziom bialek w surowicy zdro-

wych i chorych psirggéw na proliferacyjng chorobg
nerek nie rdzni sie istotnie, to jednak wystgpuja wy-
razne roznice w stezeniu poszczegblnych frakcji bia-
tek surowicy rozdzielonych metoda elektroforezy. Do-
tyczy to zwlaszcza szybko migrujacych frakeji suro-
wicy ryb, ktére przebyly chorobe i zakazonych sztucz-
nie. U ozdrowiencéw znamiennie obniza sie zawartosé
frakeji 2, 31 7, za$ u ryb zakazonych sztucznie frakceji
2 i 3. Uwaza sie, ze u ryb zakazonych do$wiadczalnie
wzrost frakeji 4 jest odzwierciedleniem reakcji odpor-
noéciowych organizmu.

G.
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