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Technika ta może być równiez wykorzystywana do wy-
krywania przyczyn padnięć zwierząt po niewłaściwym poda-
waniu leków lub substancji toksycznych, np. pestycydów.
Stosuje się ją takze do wykrywania środków dopingujących
u zwierząt używanych w zawodach spoltowych (39).
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Summary

Calf morbidiĘ caused by Clostridium perfringens A and C

Twe|ve Closlńdium perfringens strain§ were isolated in
12 calves that had died with diarrhoea on tłvo farms. on
the basis of seroneutralization of antitoxins by diagnostic
§era, 10 strains were classified into serotype A and 2 into
serotype C. Most of the strains (7) were isolated from the
small intestines of calyes that died 7-18 h from the onset
of diarrhoea. characterization of the toxins revealed the
pre§ence 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 strain§ 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 cieląt, związane etiologią z C. perfringe,?§, są to
zaburzenia uogólnione typu enterotoksemii o ladzwyczaj
gwałtownym przebiegu, najczęściej z obecnością w treści jelit
oraz wę krwi serotypowo róznych jadów letalnych (głównie
B, C, D, wg 5, 7, 16,33,36, rzadko A, E, wg 2, 6, II, 26,

29, 30, 3I), a takżę mniej poznane procesy lokalne, stano-

wiące stany zapa]ne jelit (enteritis anaerobica), coraz częśclej
łączone z oddziaływaniem toksyn (5,22,35), z reguly jednak

trudnych do wykrycia, bowiem wiązanych niemal natych-
miast w tkankach in situ działania (dotyczy szczepów sero-

typu A wg 4, 11 , 35), względnie szybko po wytworzeniu
inaktywowanych przez enzymy trawienne (odnosi się takźe

do typu C, wg l0, 12, 19,22). Zatem w przypadkach niewy-

kry w al n o ści anty genów letalnych malej e znaczęnię klasy cznych

x) Praca finansowana przez KBN, Nr umowy PB I599l5/9I
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metod rozpoznawania enterotoksemii (14, 33, 36), natomiast
wzrasta rola - niejako kompensacyjnie - klinicznych przeja-
wów zaistniałych oddziaływań toksycznych i określania licz-
by laseczek C. perfringens jako dowodu ich namnozenia w
jelitach (I4, 35). Spośród tych, diagnostycznie znaczących,
uzewnętrznień chorobowych najbardziej zasługują na uwa8ę
różnorakie oznaki uszkodzęnia czerwonych krwinek (wplyw
antygenu alfa, wg 35) i wywołanej destrukcji błony śluzowej
jelit (efekt oddziaływania przede wszystkim jadu beta, wg
23,34),

Ostatnio opisane w 2 gospodarstwach enzootie biegunki
cieląt spowodowane były namnożeniem nieenterotoksynogen-
nej laseczki C. perfringetts A (4), natomiast celem niniejszej
pracy jest przedstawienie opisu dalszych zachorowań, które
wystąpiły w innych majątkach, oraz przeprowadzenie seroty-
powania wyizolowanych szczepów, nadto scharakteryzowa-
nie ich właściwości toksynogennych, głównie w aspekcie
opracowywanej szczepionki dwukomponentowej (wyniki
przygotowywane do druku).

Materiał i metody

Zwierzęta, Do badań diagnostycznych dostarczono 12
padłych cie|ąt, przeważnte 2 - 4-dniowych (9 zwierząt, mają-
tek P), rzadziej starszych (3 cielęta l - S-miesięczne. gospo-
darstwo T).

Posiewy i i zol,acja, Badania obejmowały poszuki-
wanie chorobotwórczej mikroflory beztlenowej i tlenowej,
Wykrycie beztlenowców umożliwiały wysiewy - na pożywkę
Zeisslera - materiałów pobranych z błony śluzowej jelit, po
uprzednirn usunięciu pokrywającej zawartości. Hodowle
przez kilkanaście godzin inkubowano w 37"C metodą Gas Pak
(zestaw bioMórięux, Francja), Następnie podejrzane kolońie
wycinano wraz z agarem i wprowadzano na dno probówek z
podłozem VF wg Gouillaurnie i Kreguera (9), Uzyskane w ten
sposób kultury bakteryjne sprawdzano na brak zanieczysz-
czeń mikroflorą tlenową (wysiewy na pożywkę Zeisslera, na-
mnazanie w atmosferze tlenowej). Jednocześnie sprawdzano
występowanie t]enowców poprzęz posiewy materiałów na po-
żywki rutynowe (agar z krwią, SS, inkubacja w 31"C w ciągu
48 godzin).

Aglutyniny anty lepto spirozo we. W przypad-
ku starszych cieląt (wiek 1 - 5 miesięcy, stado T) pobrano od
I0 zwierząI" krew do badań testem mikroaglutynacyjnym z
uzyciem l3 róznych antygenów (hodowle szczepów L. pomo-
na, ąutumnalis, ballum, saxkoebing, cytlopter, sejroe, ictae,
rohaemorrhagiae, tąrąssovi, 7rippotyphosa, pyro7enes,
c anic o la, p q.to e, aust ral is).

B adanie i1o ściowe. W tym celu oznaczano liczbę
kolonii C. perfringens uzyskanych metodą rozcieńczeń płyn-
nej zawartości jelit cięnkich z zastosowaniem pożywki Zeis-
slęra z siarczanem neomycyny (10Opg/ml), Osiągnięte wyniki
przedstawiały koncentracj ę zarazka przeliczaną na 1 ml treści
pokarmowej (identyfikacja kolonii rutynow a),

Pos zukiwanie toksy n, Z zawartości jelit cienkich
sporządzano 50Vo wyciągi w płynie fizjologicznym z dodat-
kiem antybiotyków (400 j/ml penicyliny oraz200 pg/ml strep-
tomycyny), a odwirowany płyn (4000 obr./min. w ciągu 1

godz.) wprowadzano w dawce 0,5 ml - w formie natywnej i
trypsynowanej (supernatant poddany działaniu żVo try psy ny,
inkubacja w 31'C w ciągu 45 min,) - dootrzewnowo nyszom
(czas obserwacji zwierząt 2 dni).

O dczyn s eron eu tralizacj i. Dla zidentyfikowania
toksyny w wyciągach i w płynie odwirowanych lrodowli ba-
kteryjnych (podłoże YF z 0,5% glukozy) stosowano monowa-
lentne surowice antytoksyczne C. perfringełts (Wellcome
Reagents Ltd., Anglia). W tym celu wprowadzano dootrzew-
nowo myszom 0,5 ml toksycznego ekstraktu lub supernatantu

hodowli bakteryjnej wtaz z 0,2 ml surowicy antytoksycznej
(czas wiązania reagentów w 31'C - 45 min., okres obserwacji
zwlerząt 2 dni), W ten sposób prowadzono identyfikację ga-
tunkową, a lakże serotypową wszystkich wyosobnionych
szczepów C. pe rfringens,

Charakterystyka toksyn C. perfringens,U
l2 wyosobnionych szczepów oznaczano skład ilościowy naj-
wazniejszych antygenów toksycznyclr obejmujących kompo-
nentę alfa, beta i kappa, nadto mi, ni oraz enterotoksynę.

Toksynę alfa tnianowano określając efekt letalny (w
DLMtoo/ml) oraz lecytynazowy 14-godzinnych kultur bakte-
ryjnych w pożywce VF (aktywność enzymu charakteryzowa-
no liczbą jednostek zmętnieniowych w 1 m1).

Antyg rawdzając wpływ letalny na myszy
supernat hodowli zatazka w podłożu Gouil-
laumie i uzyskane wyniki przedstawiano w
dawkach DLMtoo/ml.

Czynnik kappa wyklywano - przy użyciu kolagenu - męto-
dą opisaną w pracy Cygana (3).

Toksynę mi iderrtyfikowano tęstem ACRA według Oakleya
i Warrack (24). Zajednostkę aktywności hialuronidazy przyj-
lnowano na_jmniejszą ilość enzymu powodującego utratę lep-
kości tzw. 1 dawki wskazującej (dosis indicating) krvasu
hialuronowego (WSS Warszawa), a ostateczne rezultaty prze-
liczano na aktywność 1 ml płynu hodowli.

Komponentę ni określano metodą leukocytową według
Warrack i wsp. (40). Miano enzynu wyznaczało najwyższe
rozcieńczęnie hodowli powodujące destrukcję jąder 50% leu-
kocytów krwi króliczej w czasie ż4-godzinnej inkubacji roz-
mazu w 3J"C.

Właściwości enterotoksynogenne. Badano zdolność wy-
osobnionych szczepów do wytwarzania enterotoksyny w pod-
łozu Duncana i Strong (6) w modyfikacji Labbe i Rey (l8)
wykrywanej metodą rumieniową na albinotycznej śwince
morskiej (śródskórna iniekcja 0,2 mI supernatantu sporulują-
cej hodowli, efekt nie neutralizowany antytoksyną alfa).

Wyniki i omówienie

Wstępne badania diagnostyczne wykluczały leptospirozę, ko-
kcydiozę i zalrucia chemiczne (metale ciężkię), nadto chorobo-

twórczy wpływ bakterii tlenowych jako przyczynę zachorowań
cieląt w obydwu gospodarstwach (P, T). Przeprowadzone na-

tomiast posiewy w kierunku bakterii beztlenowych wykazały
w próbkach _jelit - pobranych bezpośrednio po śmierci cieląt
(maiątki P, T) - bardzo dużą liczbę laseczek C. perfringens.
q oi 1.2 x l09 do 6.3 x l0]0/g płynnej rreści, zatem w ilości
wie l okro tn i e p; zekł ac zającej w skaź ni k pr zy j ęty d7a zw ier ząt

zdrowych (10'- 10'/g, cyt. wg 1,36). W oparciu o wyniki
seroneutralizacji toksyn (odczyn SN) z użyciem monowalen-
tnych, diagnostycznych surowic antytoksycznych i0 spośród
l2 wyizolowanych szczepów (tab. 1) zaliczono do serotypu
A (TL, Tz,Tl, oraz P1 - Pr), a 2 dalsze zidentyfikowano jako
serotyp C (Ps, Po).

Najliczniejszą grupę 7 szczepów C. petfringetrs A (Pr - Pr)
wyosobniono z jelit cienki ch ż - 4-dniowych cieląt (majątek
P) padłych po krótkotrwałej biegunce (7 - 18 godzin), zwykle
żółtaw ej, pienistej, zatefi ptzy pominającej zachorowania
ostatnio opisane (4), Wyodrębnione laseczki, przy braku wła-
ściwości enterotoksynogennych, wykazywały - podobnie jak
w poprzednich badaniach (4) - silną aktywność w zakresie
wytwarzania innych toksyn (alfa 4 - l6 DLMroo/ml, 1000 -
6000 j.zm./ml, theta 20 - ż00 DHM/m1, kappa 1 - 2 DCM/n1,
mi 128 - t024j,hial./ml, ni 10 - 100 dawek wsk./ml). Pełną
również analogię stwierdzano w zmianach pośmiertnych, któ-
re charakteryzował ostry, zwykle krwotoczny stan zapalny
jelit cienkich, nieztniennie wypełnionych gazem, bęz oznak
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Tab. l. Właściwości toksynogenne wyosobnionych szczepów C. perfringens A i C

Szczep Serotyp

Wytwarzane toksynyx

enterotoksynaalfa beta theta kappa nl1 n

DLMloo/nl j zm./ml DLMrory'nl DHM/ml DCMłnl j hial ńnl dawek
wsk./ml

Pr A 4 1000 ż0 l28 l0

Pz A 8 4000 200 2 512 l0

Pl A l6 6000 l00 2 256 l00

Pa A 8 2000 ż0 t0 l0

P5 A 8 4000 l00 256 20

Po A l6 6000 200 2 1024 l00

Pl A 8 4000 100 ż 256 l0

Tr A 3ż 8000 100 2 )56 l00

Tz A I6 6000 l00 4 I024 l0

T; A 32 6000 ż00 4 256 l0

P3 c 0 l00 4 l00 1 ż

Pq c 0 200 2 40

Gospodarstwo
Wiek

padłych
cieląt

Liczba cielłt poniesione

stfaty (W 70)w stadzie padłych

P 1-7 dni 53l l20 22,6

T 1-5 niesiecy 82 3 1

Razerl 6l3 I23 200

martwicy błony śluzowej, Całokształt tych danych wydaje się
wskazywać na częstszą niź niedawrro sygnalizowano (4) rolę
nieenterotoksynogennej laseczki C. perfringełl.§ A w biegunce
toksycznej nowo narodzonych cieląt (w ciągu roku 120 zejśó
śmiertelnych w stadzie 53l zwl,erząt, 22,6% stanu, tab, 2).

Z innego ogniska choroby (gospodarstwo T) wyizolowano
3 dalsze szczepy C. petfringelrs A (T1, Tz, Tl), ale z kolei
w tym przypadku zacholowania dotyczyły starszych cieląt o
zróżnicowanym wieku (l - 5 miesięcy, rab. 2). Padły one
nagle, w dodatku jako jedyne z grupy kilkunastu zwrcrząt
wykazujących objawy charakterystycznej hemoglobinurii,
żółtaczki, nadto wzdęcia powłok ciała (nteteorislttLts). W ob-
razie sekcyjnym obserwowano rozległe zażółcenia tkanek,
ostry nieżyt krwotoczny rozdętych gazem jelit cienkich, pie-
nistą w nich zawaftość, nadto obecność w pęcherzu moczu
barwy czerwonęj, a w jamie otrzewnowej krwistego wysięku
(0,5 - 1,5 l), podobnie zatęm jak w badaniach innych autorów
(15). Zwiększoną przesiękowość naczyniową przypisuje się
działaniu róznych form molekularnych toksyny alfa (25,39)
odpowiedzialnej za nagłą śmierć zw,lęrzęcia (mors subita) w
następstwie agregacji krwinek (38) i tamporrady serca (37),

Wyniki badań, wykluczające choroby o podobnym prze-
biegu klinicznym (zatrucie lnetalami cięzkimi, leptospirozę,
hemoglobinurię zakaźną na tle C. hąemob,ticut7l), sugestyw-
nie wskazuj ą na związek zachorowań cieląt w gospodar-
stwach P iT z działaniem laseczki C. perfringens A, pomimo
niewykazania w organizmie jej głównej toksyny alfa, zwykle

jednak wiązanej - jak się uważa - w miejscu wytworzenia
(I],36), nawet po przeniknięciu do krwi (90Vo znlka w ciągu
5 minut, cyt, wg 35), Dowiedziono, że w przypadku przedo-
stania się dużej ilości toksyny alfa do krwi zachorowania mogą
mieć przebieg enterotoksemiczny (8), Następstwem natomiast
naturalnej immunizacji organizmu (odpowiedź na subklinicz-
ny wpływ antygenu) jest pojawienie się we krwi antytoksyny
alfa (41).

Niewykrycie toksyny alfa w badaniach własnych mogło
wynikać zę szczegóInej podatności tego jadu na destrukcyjny
wpływ proteaz jelitowych (l9, 22).W tej sytuacji musi nabrać
znaczęnla stwierdzenie ewidentnego namnozenia się laseczki
C. perfringet?., A, a przy wielokrotnym wzroście jej liczby
nawet niewielka ilość przetrwałej, choćby tylko okresowo,
toksyny alfa moze oddziaływać w miejscu wytworzenia (efe-
ktem biegunka), względnie nawet, penetrować barierę jelit,
zwłaszcza przy spotykanych niekiedy defektach w jej szczel-
ności (27) i ostatecznie wywoływać zespół hemolityczny (he-

moliza krwinek, hemoglobinuria, żółtaczka, cyt, wg 6), znany
od dawna (20,21,28), stwierdzany także w ostatnich latach
(22,32,41), Na taką możliwość wskazuje silna toksynogen-
ność wyosobnionych szczępów C. perfringens A (Tl, Tz,Tz)
w zakresie toksyny alfa (16 - 32 DlMroo/ml, 6000 - 8000
jedn.zm,/ml, tab. l), znacznie przewyższająca aktywnośó izo-
latów pochodzących od zwierząt zdrowych (przeważnie 20 -
800 j.zm,/ml, wg 3). Znaczęnie jednak tej formy toksoinfe-
kcji, zdiagnozowanej w majątku T, nie wydaje się być pra-
ktycznie znaczącę ze względll na rzadkość występowania.
nadto ograniczone rozmiary strat (3 padłe cielęta w stadzie
liczącym 8ż zwterzęta, wskaźnik śmiertelności 3,17o, tab. 2),

OsobJiwością zachorowań cieląt w gospodarstwie P, w któ-

rym stwierdzono - w większości badanych przypadków choro-
bowych - biegunkę toksyczną na tle nieenterotoksynogennej
laseczki C, petfringens A było wykazanie w zawartości jelit
2 padłych cieląt toksyny beta (2 i 4 DLMtoo/ml) wraz z wy-
osobnieniem ]aseczki C. petfringens C (szczepy Ps, Ps, tab.2).

Objaśnienie: x zawartość w l

Tab. 2. Dane o

ml hodowli

zachorowaniach cieląt
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Ekspresywne skutki jej oddziaływań przejawiły się w przebiegu
klinicznym (efektem krwawa biegunka) i w zmianaclr po-
śmiertnych (kwotoczno-Irekrotyczny stan zapalny jelit cien-
kich). Odpowiadały one zatem całkowicie zagranicznym
opisom zachorowań (10, 11, 13, 19) dotychczas w naszym
kraju nie spotykanych (pierwsze przypadki tej choroby).

Reasumując należy wyeksponować nowe w patologii cieląt
fakty, a mianowicie:
- szerszego niż się wydaje rozpowszechnienia biegunki zwią-

zanej z działaniem nieenteroloksyno gennych, ale nadzwy czaj
aktywnych w zakresie wytwarzania toksyny alfa szczepów
C. perfringens A,

- pojawienia się, związanej z nlmi, enterotoksemii dającej
obj awy hemolizy, hem o g l obinu tii j żóltaczl<l,

- występowania przypadków krwawej biegunki połączonej z
martwicą błony śluzowej jelit cienkich i wpływem laseczki
C. perfringetls C stwierdzanej w tym samym stadzie jedno-
cześnie zzachorowaniami na tle C, perfriltgens A.
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S ummary

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) anc] 2l
dogs of different breeds suspected of ringworn. 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 Trichop hyton menta grophyte s and S c opulario p sis
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.

Microsporunt canis, gatunek rozpowszechniony na całym
świecie, cechuje się znacznym stopniem adaptacji do różnych
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