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Technika ta moze by¢ réwniez wykorzystywana do wy-
krywania przyczyn padnieé zwierzat po niewtasciwym poda-
waniu lekéw lub substancji toksycznych, np. pestycyddéw.
Stosuje si¢ ja takze do wykrywania §rodkéw dopingujacych
u zwierzat uzywanych w zawodach sportowych (39).
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Summary

Calf morbidity caused by Clostridium perfringens A and C

Twelve Clostridium perfringens strains were isolated in
12 calves that had died with diarrhoea on two farms. On
the basis of seroneutralization of antitoxins by diagnostic
sera, 10 strains were classified into serotype A and 2 into
serotype C. Most of the strains (7) were isolated from the
small intestines of calves that died 7-18 h from the onset
of diarrhoea. Characterization of the toxins revealed the
presence of alpha, beta, kappa, mi and ni toxins, as well
as enterotoxin. Pathogenic areobic microflora was absent.
The results point to the presence (for the first time) in
Poland of nonenterotoxigenic strains of C. perfringens A,
and in some cases together with C. perfringens C in the
etiology of diseases in calves. Such cases were also found
in other countries.

Choroby cielat, zwigzane etiologia z C. perfringens, sa to
zaburzenia uvogdélnione typu enterotoksemii o nadzwyczaj
gwaltownym przebiegu, najcz¢sciej z obecnoscia w tresei jelit
oraz we krwi serotypowo réznych jadéw letalnych (gléwnie
B, C, D, wg 5, 7, 16, 33, 36, rzadko A, E, wg 2, 6, 11, 26,
29, 30, 31), a takZze mniej poznane procesy lokalne, stano-
wiace stany zapalne jelit (enteritis anaerobica), coraz czgsciej
taczone z oddziatywaniem toksyn (5, 22, 35), z reguly jednak
trudnych do wykrycia, bowiem wiazanych niemal natych-
miast w tkankach in situ dzialtania (dotyczy szczepéw sero-
typu A wg 4, 17, 35), wzglednie szybko po wytworzeniu
inaktywowanych przez enzymy trawienne (odnosi sie¢ takze
do typu C, wg 10, 12, 19, 22). Zatem w przypadkach niewy-
krywalnosci antygenéw letalnych maleje znaczenie klasycznych
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metod rozpoznawania enterotoksemii (14, 33, 36), natomiast
wzrasta rola — niejako kompensacyjnie — klinicznych przeja-
wéw zaistnialych oddziatywar toksycznych i okreslania licz-
by laseczek C. perfringens jako dowodu ich namnozenia w
jelitach (14, 35). Sposréd tych, diagnostycznie znaczacych,
uzewnetrzniefi chorobowych najbardziej zastuguja na uwage
réznorakie oznaki uszkodzenia czerwonych krwinek (wplyw
antygenu alfa, wg 35) i wywolanej destrukcji blony Sluzowej
jelit (efekt oddziatywania przede wszystkim jadu beta, wg
23, 34).

Ostatnio opisane w 2 gospodarstwach enzootie biegunki
cielat spowodowane byty namnozeniem nieenterotoksynogen-
nej laseczki C. perfringens A (4), natomiast celem niniejsze]
pracy jest przedstawicnie opisu dalszych zachorowan, ktére
wystapity w innych majatkach, oraz przeprowadzenie seroty-
powania wyizolowanych szczepéw, nadto scharakteryzowa-
nie ich wlasciwosci toksynogennych, gtéwnie w aspekcie
opracowywanej szczepionki dwukomponentowej (wyniki
przygotowywane do druku).

Materiat 1 metody

Zwierzegta. Do badari diagnostycznych dostarczono 12
padlych cielat, przewaznie 2 — 4-dniowych (9 zwierzat, maja-
tek P), rzadziej starszych (3 cielgta 1 — 5-miesigczne, gospo-
darstwo T).

Posiewy i izolacja. Badania obejmowaly poszuki-
wanie chorobotwérczej mikrofiory beztlenowej i tlenowe;j.
Wykrycie beztlenowcéw umozliwiaty wysiewy — na pozywke
Zeisslera — materiatéw pobranych z btony sluzowej jelit, po
uprzednim usuniecciu pokrywajacej zawartosci. Hodowle
przez kilkanascie godzin inkubowano w 37°C metoda Gas Pak
(zestaw bioMérieux, Francja). Nastepnie podejrzane kolohie
wycinano wraz z agarem i wprowadzano na dno probéwek z
podtozem VF wg Gouillaumie i Kreguera (9). Uzyskane w ten
sposéb kultury bakteryjne sprawdzano na brak zanieczysz-
czen mikroflora tlenowg (wysiewy na pozywke Zeisslera, na-
mnazanie w atmosferze tlenowej). Jednoczesnie sprawdzano
wystepowanie tlenowcow poprzez posiewy materialow na po-
zywki rutynowe (agar z krwia, SS, inkubacja w 37°C w ciagu
48 godzin).

Aglutyniny antyleptospirozowe. W przypad-
ku starszych cielat (wiek 1 — 5 miesiecy, stado T) pobrano od
10 zwierzat krew do badan testem mikroaglutynacyjnym z
uzyciem 13 réznych antygenéw (hodowle szczepow L. pomo-
na, autumnalis, ballum, saxkoebing, cynopter, sejroe, ictae-
rohaemorrhagiae, tarassovi, grippotyphosa, pyrogenes,
canicola, patoe, australis).

Badanie ilo§ciowe. W tym celu oznaczano liczbg
kolonii C. perfringens uzyskanych metoda rozcieficzen plyn-
nej zawartoscl jelit cienkich z zastosowaniem pozywki Zeis-
slera z siarczanem neomycyny (100pg/ml). Osiagnigte wyniki
przedstawialy koncentracj¢ zarazka przeliczana na 1 ml tresct
pokarmowej (identyfikacja kolonii rutynowa).

Poszukiwanie toksyn.Z zawartosci jelit cienkich
sporzadzano 50% wyciagi w ptynie fizjologicznym z dodat-
kiem antybiotykéw (400 j/ml penicyliny oraz 200 pg/ml strep-
tomycyny), a odwirowany ptyn (4000 obr./min. w ciagu 1
godz.) wprowadzano w dawce 0,5 ml — w formie natywnej i
trypsynowanej (supernatant poddany dzialaniu 2% trypsyny,
inkubacja w 37°C w ciagu 45 min.) — dootrzewnowo myszom
(czas obserwacji zwierzat 2 dni).

Odczyn seroneutralizacji. Dla zidentyfikowania
toksyny w wyciagach i w plynie odwirowanych hodowli ba-
kteryjnych (podtoze VF z 0,5% glukozy) stosowano monowa-
lentne surowice antytoksyczne C. perfringens (Wellcome
Reagents Ltd., Anglia). W tym celu wprowadzano dootrzew-
nowo myszom 0,5 ml toksycznego ekstraktu lub supernatantu

hodowli bakteryjnej wraz z 0,2 ml surowicy antytoksyczne]
(czas wigzania reagentéw w 37°C — 45 min., okres obserwacji
zwierzat 2 dni). W ten sposéb prowadzono identyfikacje ga-
tunkowa, a takze serotypowg wszystkich wyosobnionych
szczepow C. perfringens.

Charakterystyka toksyn C. perfringens.U
12 wyosobnionych szczepdéw oznaczano sktad ilosciowy naj-
wazniejszych antygenéw toksycznych obejmujacych kompo-
nente alfa, beta i kappa, nadto mi, ni oraz enterotoksyng.

Toksyng¢ alfa mianowano okre$lajac efekt letalny (w
DLM o00/ml) oraz lecytynazowy 14-godzinnych kultur bakte-
ryjnych w pozywce VF (aktywno$¢ enzymu charakteryzowa-
no liczba jednostek zmetnieniowych w 1 ml).

Antygen beta badano sprawdzajac wplyw letalny na myszy
supernatantu 24- godzinnej hodowli zarazka w podlozu Gouil-
laumie i Kreguera (9), a uzyskane wyniki przedstawiano w
dawkach DLM joo/ml.

Czynnik kappa wykrywano — przy uzyciu kolagenu — meto-
da opisang w pracy Cygana (3).

Toksyng mi identyfikowano testem ACRA wedtug Oakleya
i Warrack (24). Za jednostke aktywnosci hialuronidazy przyj-
mowano najmniejsza ilo$é enzymu powodujacego utrate lep-
kosci tzw. 1 dawki wskazujacej (dosis indicating) kwasu
hialuronowego (WSS Warszawa), a ostateczne rezultaty prze-
liczano na aktywnos¢ 1 mj ptynu hodowli.

Komponente ni okreslano metoda leukocytowa wedlug
Warrack i wsp. (40). Miano enzymu wyznaczalo najwyzsze
rozcieficzenie hodowli powodujace destrukcje jader 50% leu-
kocytéw krwi kréliczej w czasie 24-godzinnej inkubacji roz-
mazu w 37°C.

Wtasciwosci enterotoksynogenne. Badano zdolno$¢ wy-
osobnionych szczepéw do wytwarzania enterotoksyny w pod-
tozu Duncana i Strong (6) w modyfikacji Labbe i Rey (18)
wykrywanej metoda rumieniowa na albinotycznej Swince
morskiej (Srédskoérna iniekeja 0.2 ml supernatantu sporuluja-
cej hodowli, efekt nie neutralizowany antytoksyna alfa).

Wyniki i oméwienie

Wstepne badania diagnostyczne wykluczaty leptospiroze, ko-
keydioze 1 zatrucia chemiczne (metale cigzkie), nadto chorobo-
twoérczy wplyw bakterii tlenowych jako przyczyn¢ zachorowar
cielat w obydwu gospodarstwach (P, T). Przeprowadzone na-
tomiast posiewy w kierunku bakterii beztlenowych wykazaty
w probkach jelit — pobranych bezposrednio po Smierci cielat
(majatki P, T) bardzo duza liczbe laseczek C. perfringens,
j.od 1,2 x 10° do 6,3 x 10! /g plynnej tresci, zatem w iloSci
wielokrotnie przekraczajace] wskaznik przyjety dla zwierzat
zdrowych (10 -10° /g, cyt. wg 1, 36). W oparciu o wyniki
seroneutralizacji toksyn (odczyn SN) z uzyciem monowalen-
tnych, diagnostycznych surowic antytoksycznych 10 sposréd
12 wyizolowanych szczep6w (tab. 1) zaliczono do serotypu
A (T, T2, T3, oraz Py — P7), a 2 dalsze zidentyfikowano jako
serotyp C (Ps, Po).

Najliczniejsza grupe 7 szczepéw C. perfringens A (P1 - P7)
wyosobniono z jelit cienkich 2 — 4-dniowych cielat (majatek
P) padlych po krétkotrwatej biegunce (7 — 18 godzin), zwykle
z6ttawej, pienistej, zatem przypominajacej zachorowania
ostatnio opisane (4). Wyodrebnione laseczki, przy braku wia-
$ciwosci enterotoksynogennych, wykazywaty — podobnie jak
w poprzednich badaniach (4) — silna aktywno$¢ w zakresie
wytwarzania innych toksyn (alfa 4 — 16 DLMjoo/ml, 1000 —
6000 j.zm./ml, theta 20 — 200 DHM/ml, kappa 1 - 2 DCM/ml,
mi 128 — 1024 j.hial./ml, ni 10 — 100 dawek wsk./ml). Peing
réwniez analogie stwierdzano w zmianach po§miertnych, ktd-
re charakteryzowal ostry, zwykle krwotoczny stan zapalny
jelit cienkich, niezmiennie wypelnionych gazem, bez oznak
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Tab. 1. Wiasciwosci toksynogenne wyosobnionych szczepéw C. perfringens A i C

I Wytwarzane toksyny*
- ; ————
Szczep Serotyp alfa beta theta kappa | mi ni enterotoksyna
y ] dawek
DLM oo/ml j-zm./ml DLM p0/ml DHM/ml DCM/ml i-hial /ml
wsk./ml
P A 4 1000 20 1 128 10 -
P, A 8 4000 200 2 512 10 =
P A 16 6000 100 2 256 100 -
Py A 8 | 2000 20 1 10 10 -
Ps A 8 4000 100 1 256 20 | -
P¢ A 16 6000 200 2 1024 100 -
P, A 8 4000 100 2 256 10 -
T A 32 8000 100 2 256 100 -
Tz A | 16 6000 100 4 1024 10 -
T3 A 32 | 6000 200 4 256 10 -
Pg C 0 100 - 100 1 : - 2 -
Py C 0 200 | 2 40 - - 1 ' -
Objasnienie: * zawarto§¢ w 1 ml hodowli ) ) o )
_ ) Jednak wiazanej — jak sig¢ uwaza — w miejscu wytworzenia
fiabn 2 Danc © gachorowgniach) eielat (17, 36), nawet po przeniknigciu do krwi (90% znika w ciagu
Wick Liczba cielat o 5 mmut., cyt.. wg 3/5).. Dow1edz;9n0, ze W przypadku Przedo-
Gospodarstwo|  padiych _ h OtmeSlO“; stanta si¢ duzej ilosci toksyny alfa do krwi zachorowania mogg
cielat w stadzie padiych | straty (W %) i« przebieg enterotoksemiczny (8). Nastgpstwem natomiast
p 1-7 dni 531 120 226 naturalnej immunizacji organizmu (odpowied7 na subklinicz-
oy 1-5 miesiecy 82 3 3.7 ny wplyw antygenu) jest pojawienie sie we krwi antytoksyny
Razem 613 123 20.0 alfa (41).

martwicy btony Sluzowej. Caloksztalt tych danych wydaje sig
wskazywac na czestsza niz niedawno sygnalizowano (4) role
nieenterotoksynogennej laseczki C. perfringens A w biegunce
toksycznej nowo narodzonych cielat (w ciagu roku 120 zejsé
$miertelnych w stadzie 531 zwierzat, 22,6% stanu, tab. 2).
Z innego ogniska choroby (gospodarstwo T) wyizolowano
3 dalsze szczepy C. perfringens A (T, T2, T3), ale z kolei
w tym przypadku zachorowania dotyczyly starszych cielat o
zréznicowanym wieku (1 — 5 miesigcy, tab. 2). Padly one
nagle, w dodatku jako jedyne z grupy kilkunastu zwierzat
wykazujacych objawy charakterystycznej hemoglobinurii,
z6ttaczki, nadto wzdecia powtok ciata (meteorismus). W ob-
razie sekcyjnym obserwowano rozleglte zazdlcenia tkanek,
ostry miezyt krwotoczny rozdetych gazem jelit cienkich, pie-
nista w nich zawarto$¢é, nadto obecno$é w pecherzu moczu
barwy czerwonej, a w jamie otrzewnowej krwistego wysigku
(0,5—-1,51), podobnie zatem jak w badaniach innych autoréw
(15). Zwigkszona przesickowos$é naczyniowa przypisuje sie
dziataniu réznych form molekularnych toksyny alfa (25, 39)
odpowiedzialnej za nagla §mieré zwierzecia (mors subita) w
nastgpstwie agregacji krwinek (38) 1 tamponady serca (37).
Wyniki badan, wykluczajace choroby o podobnym prze-
biegu klinicznym (zatrucie metalami ciezkimi, leptospiroze,
hemoglobinuri¢ zakazng na tle C. haemolyticum), sugestyw-
nie wskazuja na zwiazek zachorowai cielat w gospodar-
stwach P 1 T z dziataniem laseczki C. perfringens A, pomimo
niewykazania w organizmie jej gtéwnej toksyny alfa, zwykle

Niewykrycie toksyny alfa w badaniach wtasnych mogto
wynika¢ ze szczegdlnej podatnosei tego jadu na destrukcyjny
wplyw proteaz jelitowych (19, 22). W tej sytuacji musi nabraé
znaczenia stwierdzenie ewidentnego namnozenia si¢ laseczki
C. perfringens A, a przy wielokrotnym wzroscie jej liczby
nawet niewielka ilo$¢ przetrwalej, chocby tylko okresowo,
toksyny alfa moze oddzialywac w miejscu wytworzenia (efe-
ktem biegunka), wzglednie nawet penetrowad bariere jelit,
zwlaszcza przy spotykanych niekiedy defektach w jej szczel-
nosci (27) 1 ostatecznie wywolywac zesp6t hemolityczny (he-
moliza krwinek, hemoglobinuria, zéttaczka, cyt. wg 6), znany
od dawna (20, 21, 28), stwierdzany takze w ostatnich latach
(22, 32, 41). Na taka mozliwo$¢ wskazuje silna toksynogen-
nos¢ wyosobnionych szczepéw C. perfringens A (T1, Ta, T3)
w zakresie toksyny alfa (16 — 32 DLMjgo/ml, 6000 — 8000
jedn.zm./ml, tab. 1), znacznie przewyzszajaca aktywnos¢ izo-
latow pochodzacych od zwierzat zdrowych (przewaznie 20 —
800 j.zm./ml, wg 3). Znaczenie jednak tej formy toksoinfe-
keji, zdiagnozowanej w majatku T, nie wydaje si¢ byé pra-
ktycznie znaczace ze wzglgdu na rzadkosé wystgpowania,
nadto ograniczone rozmiary strat (3 padfe cielgta w stadzie
liczacym 82 zwierzeta, wskaznik $miertelnosci 3,7%, tab. 2).

Osobliwoscia zachorowan cielat w gospodarstwie P, w kt6-
rym stwierdzono — w wigkszosci badanych przypadkéw choro-
bowych — biegunke¢ toksyczna na tle niecenterotoksynogenne;j
laseczki C. perfringens A bylo wykazanie w zawartosci jelit
2 padtych cielat toksyny beta (2 i 4 DLM1go/ml) wraz z wy-
osobnieniem laseczki C. perfringens C (szczepy Ps, Po, tab. 2).
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Ekspresywne skutki jej oddziatywan przejawily si¢ w przebiegu
klinicznym (efektem krwawa biegunka) i w zmianach po-
$miertnych (krwotoczno-nekrotyczny stan zapalny jelit cien-
kich). Odpowiadaly one zatem catkowicie zagranicznym
opisom zachorowan (10, 11, 13, 19} dotychczas w naszym
kraju nie spotykanych (pierwsze przypadki tej choroby).

Reasumujac nalezy wyeksponowad nowe w patologii ciclat

fakty, a mianowicie:
— szerszego niz si¢ wydaje rozpowszechnienia biegunki zwia-

zanej z dzialaniem nieenterotoksynogennych, ale nadzwyczaj
aktywnych w zakresie wytwarzania toksyny alfa szczepéw
C. perfringens A,

pojawienia si¢, zwigzanej z nimi, enterotoksemii dajgcej
objawy hemolizy, hemoglobinurii i zéttaczki,
wystepowania przypadkéw krwawej biegunki potaczonej z
martwicg btony §luzowej jelit cienkich i wptywem laseczki
C. perfringens C stwierdzanej w tym samym stadzie jedno-
cze$nie z zachorowaniami na tle C. perfringens A.
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Summary

Microsporum canis: the major etiological agent of ring-
worm in cats and dogs

The studies were carried out on 71 long-hair cats (mo-

stly Persians), nine short-hair cats (mixed breeds) and 21
dogs of different breeds suspected of ringworm. The sam-
ples of epidermis and hair from long-hair cats enabled
the isolation of fungi from 80.3 per cent of the animals.
Usually M. canis was found (95 per cent) while only spo-
radically Trichophyton mentagrophytes and Scopulariopsis
sp. Out of 13 samples taken from ears, in 6 cases M. canis
was isolated, and M. canis together with Malassezia pa-
chydermatis in 4 cases. Out of 4 samples from paws M.
canis was isolated in 3 cases.

In the group of short-hair cats M. canis was noted in 22

per cent of the animals and also in 42.9 per cent of the dogs.

Dermatophytosis was found mostly in cats aged 1-6

months (92.1 per cent) and dogs up to 2 years of age (71
per cent). Along with the increase in the age of the ani-
mals, the rate of infection decreased. In addition, M. canis
was also isolated from 7 owners of cats and owners’ fa-
milies in which local lesions on the skin were observed.

Microsporum canis, gatunek rozpowszechniony na catym

Swiecie, cechuje si¢ znacznym stopniem adaptacji do réznych

*) Badania realizowane w ramach PB Nr 55817 91 02 finansowanego

w latach 1992-1994 przez KBN



