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Summary

The aim of present study was to determine o and p toxin expression as well as the prevalence of a, B, €, 1, p2
toxin genes and the enterotoxin gene of Clostridium perfringens strains isolated from suckling piglets with
diarrhea. Rectal swabs, feces samples and intestine sections originating from 15 farms were examined during
the study. All isolated through ELISA CI. peringen strains demonstrated o toxin expression and none of them
demonstrated p toxin. All isolates were positive for the a and negative for the B, &, 1 and enterotoxin gene,
implying that only non-enterotoxigenic type A strains were detected. Over 41% of the isolates demonstrated
P2 toxin gene. The B2 positive strains were isolated from samples originating from 9 farms. The lack of type C
strains among isolates collected during the study was also noted, as well as the different intensity of patho-
logical changes in the intestines of piglets from which B2 positive strains were isolated.
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Bakterie z gatunku Clostridium perfringens stano-
wig czynnik etiologiczny wielu chorob cztowieka
1zwierzat (6, 18, 24). Zr6znicowanie objawow choro-
bowych wywoiywanych przez te drobnoustroje zwia-
zane jest z aktywnoS$cia wytwarzanych przez nie tok-
syn. Zdolno$¢ wytwarzania czterech tzw. gtownych
toksyn letalnych o symbolach a, B, €, tumozliwia roz-
réznienie w obrebie gatunku CI. perfringens pigciu
typow toksynogennych, oznaczanych jako A, B, C, D,
E (27, 28). Poza wymienionymi toksynami drobno-
ustroje omawianego gatunku posiadaja zdolno$¢ wy-
twarzania kilkunastu innych. Moga one odgrywac istot-
na rol¢ w patogenezie zakazen wywotywanych przez
Cl. perfringens, cho¢ nie maja znaczenia przy typo-
waniu tych drobnoustrojow. Najczesciej wymieniany-
mi sposrod wspomnianej grupy toksyn sa: enterotok-
syna (CPE) oraz odkryta niedawno toksyna 2 (CPB2)
(12, 28).

Znaczenie poszczegdlnych typdéw toksynogennych
Cl. perfringens w etiologii zakazeh wywotywanych
u ludzi i r6znych gatunkéw zwierzat jest niejedna-
kowe. U $§win najczgsciej opisywane sa zakazenia
wywotywane przez Cl. perfringens typu C 1 typu A
(27, 28).

* Badania wykonano w ramach grantu KBN nr 2 PO6K 047 26.

Pierwszy z wymienionych jest czynnikiem etiolo-
gicznym zakaznego martwicowego zapalenia jelit pro-
siat, nazywanego réwniez zakazna enterotoksemia
prosiat (enterotoxaemia infectiosa porcellorum) (6,22,
27, 28). Objawy kliniczne choroby stwierdza sigu pro-
siat zwykle w pierwszym tygodniu zycia (najczesciej
w ciagu pierwszych 3 dni po urodzeniu). Zaleznie od
postaci choroby u prosiat obserwuje si¢ krwawe bie-
gunki o r6znym nasileniu. Ich konsekwencja jest od-
wodnienie i wymszczeme zwierzat, prowadzace nie-
rzadko do zej$¢ $miertelnych w ciagu 1-3 dni. Spoty-
kane sa rowniez przypadki poprzedzonych zapascia
naglych padnig¢.

Zapalenia jelit wywotane przez CI. perfringens typu
A moga wystepowac u prosiat w plerwszym tygodniu
zycia, jak tez u starszych osobnikdéw, rowniez po od-
sadzeniu. Maja one zwykle przebieg tagodniejszy od
wywotywanych przez szczepy CI. perfringens typu C
(5, 27, 28). Rozpoznanie metodami laboratoryjnymi
Cl. perfringens typu A jako czynnika etiologicznego
w konkretnych przypadkach zwlaszcza u starszych
zwierzat jest utrudnione z powodu wystegpowania tych
drobnoustrojéw w skladzie normalnej flory jelitowe;j
swin. Jako wskazanie do podejrzen w tym kierunku
wymienia si¢ np. stwierdzenie w posiewach intensyw-
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nego wzrostu szczepdw typu A i wykazanie u nich do-
datkowo zdolnosci wytwarzania CPB2 (28).

Diagnostyka laboratoryjna zakazen wywolywanych
przez Cl. perfringens oprdcz potwierdzenia przyna-
leznosci gatunkowej wyizolowanych szczepow, wy-
maga okreslenia ich typu toksycznego 1 zdolnosci wy-
twarzania poszczegolnych toksyn.

Uzywany przy standardowych sposobach typowa-
nia CI. perfringens odczyn seroneutralizacji toksyn jest,
mimo swoich zalet, metoda uciazliwa 1 dhugotrwala.
Wymaga znacznych ilosci toksyny, swoistych surowic,
a takze wykorzystania zwierzat laboratoryjnych, co
przy obecnych uwarunkowaniach prawnych moze
stwarzac dla niektorych laboratoriéw dodatkowe utrud-
nienia. Jako metoda alternatywna w ostatnich latach
coraz czgsciej proponowana jest reakcja polimeryzacji
tancuchowej (PCR) (2, 3, 7, 19, 21). W odniesieniu
do CI. perfringens wykorzystywana jest ona zwykle
do wykrywania genow poszczegolnych toksyn u wy-
izolowanych szczepow.

Wsrod metod umozliwiajacych stwierdzenie ekspre-
sji wybranych gendéw kodujacych toksyny omawianych
drobnoustrojéw coraz czeséciej wykorzystywany jest
enzymatyczny odczyn immunoadsorpcyjny (ELISA).
Dostepne na rynku zestawy ELISA pozwalaja na wy-
krywanie, migdzy innymi, obecnosci toksyn a, 3 i en-
terotoksyny. Zaleta wykorzystania obu wspomnianych
metod w rozpoznawaniu zakazen wywotywanych
przez Cl. perfringens jest, oprocz usprawnienia pro-
cesu diagnostycznego, mozliwo$¢ odstapienia od ba-
dan prowadzonych na zwierzg¢tach laboratoryjnych.

Celem badan byla charakterystyka wybranych cech
fenotypowych i1 genotypowych szczepow CI. perfrin-
gens izolowanych od prosiat ssacych wykazujacych
objawy biegunki oraz proba oceny wystepowania drob-
noustrojow wymienionego gatunku u prosiat.

Materiat i metody

Pobieranie probek. Material do badan pochodzit z 15
ferm (o symbolach od P 1 do P 15), w ktorych stwierdzano
wystgpowanie biegunek u prosiat w wieku 1-10 dni. Gos-
podarstwa te usytuowane byly na terenie wojewodztw: lu-
belskiego, 16dzkiego, mazowieckiego, pomorskiego, §wig-
tokrzyskiego i wielkopolskiego.

Z kazdej z ferm przesytano do badan po 4-6 wymazow
z prostnicy lub probek katu. W przypadku wystapienia zejsé
smiertelnych dodatkowo przesytano po 1-3 wycinkow jelit
lub padlych prosiat. Do pobierania materiatu od prosiat
uzywano wymazowek transportowanych w podtozach aga-
rowych z weglem drzewnym (prod. Copan, Wtochy). Probki
katu i wycinki jelit pobierano do szczelnie zamykanych
plastikowych pojemnikow, ktore umieszczano na czas trans-
portu w izolowanych termicznie opakowaniach, umozliwia-
jacych schtodzenie przewozonego materiatu.

Badania. Z przestanych probek wykonywano posiewy
na podtoza mikrobiologiczne. Szczepy podejrzane o przy-
nalezno$¢ do gatunku CIL perfringens po wyizolowaniu
poddawano badaniom mikroskopowym (preparaty barwio-
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Ryec. 1. CI. perfringens preparat barwiony metoda Grama

ne metoda Grama) (ryc. 1), biochemicznym oraz typowa-
niu metoda PCR. Zidentyfikowane szczepy CI. perfringens
badano w kierunku zdolnosci wytwarzania toksyn o i 8
z uzyciem metody ELISA.

Hodowla szczepow. Do izolacji i hodowli szczepow
Cl. perfringens wykorzystywano selektywny agar TSC
Z peptonem tryptozowym, dwusiarczanem sodowym,
cykloseryng i emulsja zo6ttka jaja kurzego (prod. Oxoid),
agar Columbia z dodatkiem 5% krwi owczej 1 bulion Wrzo-
ska. Do uzyskiwania warunkow beztlenowych dla hodowli
na podtozach statych wykorzystywano zestawy systemu
AnaeroGen firmy Oxoid. Zestawy te wraz z zainokulowa-
nymi podtozami umieszczano w szczelnych pojemnikach
poliwgglanowych o pojemnosci 2,5 dm?® lub 3,5 dm?, ktore
wstawiano do cieplarki. Warunki beztlenowe dla hodowli
w podtozach ptynnych uzyskiwano przez pokrycie ich war-
stwa parafiny. Inkubacj¢ hodowli na obu rodzajach podto-
zy prowadzono w temperaturze 37°C.

Badania biochemiczne. Do identyfikacji szczepow
Cl. perfringens na podstawie wtasciwosci biochemicznych
wykorzystywano zestawy Api ID32 A (prod. Biomerieux,
Francja).

Ekstrakcja DNA. Do pozyskiwania matrycowego DNA
ze szczepow referencyjnych i izolatow terenowych wyko-
rzystywano metodg termiczng przygotowana na podstawie
procedury opisanej przez Mgllera i Ahrensa (21). Z czys-
tych hodowli na podtozach stalych pobierano 1-2 kolonie,
ktore zawieszano w 200 ul buforu PBS. Zawiesing goto-
wano przez 10 min., a po schtodzeniu wirowano ja przy
predkosci 10 000 obr./min. przez 20 s. Supernatant roz-
cienczano w wodzie dejonizowanej w stosunku 1 : 101w
takiej postaci wykorzystywano go jako zrodto matrycowe-
go DNA.

Amplifikacja DNA. Do amplifikacji wykorzystano ze-
staw starterOw zaproponowany przez Songera i Bueschela
(http://microvet.arizona.edu:16080/Faculty/songer/multi-
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Tab. 1. Charakterystyka stosowanych w reakcji multiplex PCR starterow
umozliwiajacych amplifikacje fragmentéw genéw kodujacych poszczegélne

toksyny CL perfringens
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toksyn gtéwnych. Wyniki te wskazuja
na przynalezno$¢ omawianych szczepoéw
Cl. perfringens do typu A. U 16 szczepow

5’GGACCAGCAGTTGTAGATA’3

Dhugosé tej grupy, pochodzacych z 9 ferm, stwier-
Toksyna Sekwencje starterow amplifikowanego | Pismiennictwo | dzono wystgpowanie genu toksyny B2.
L L U zadnego z izolatow nie stwierdzono wy-
5'GCTAATGTTACTGCCGTTGA'3 stgpowania genu cpe kodujacego entero-
¢ 5'CCTCTGATACATCGTGTAAG' 324 pz 29 tokI;ynq sent ep jacee

B 5’GCGAATATGCTGAATCATCTA'S 196 pz 16 Badanie testem ELISA wykazalo eks-
5,G CAG GAACATTAGTATATCT:I’C 3 presic toksyny a Cl. perfring ens u wszyst-
. g’g((};I(\;(?TTEAACTTBTLCTCCACTT%T[?TT:C?3 655 pz 17 kich wyizolowanych szczepow. Wyniki te
stanowily potwierdzenie dla obserwowa-
. S’ACTACTCTCAGACAAGACAG'3 446 1z 23 nego w trakcie hodowli kazdego z tych

5'CTTTCCTTCTATTACTATACG'3 J . C o
szczepow na agarze TSC z dodatkiem zo6tt-
p2 g,gg “\‘HEE‘E‘}#E%@?&%‘H\%‘;@?;’ 567 pz 12 ka zjawiska zmetnienia podtoza wokot ko-
lonii, zwigzanego z aktywnoscia lecyty-
enterotoksyna | 2,0 CAGATGGTTGGATATTAGE'S 233 pz 9 nazy charakterystyczna dla wytwarzanej

przez te drobnoustroje toksyny a. U zad-

plexprocedure.pdf). Umozliwiat on wykrywanie genow
4 toksyn gtownych oraz CPB2 i CPE. Opisy starterow po-
dano w tab. 1. Wszystkie startery stosowane byly w reakcji
multiplex PCR.

Mieszanina reakcyjna w objgtosci 50 pl zawierata: 3 pl
zawiesiny matrycowego DNA, 5 ul 10 x stezonego buforu
Tris-HCI (o pH 8,8 w temp. 25°C) (prod. Fermentas,
Litwa), po 0,25 uM kazdego ze starterow, 3,0 mM MgCl,
(prod. Fermentas, Litwa), 0,2 mM mieszaniny dNTP (prod.
Fermentas, Litwa) i 1,5 jednostki polimerazy Taq DNA
Polymerase (prod. Fermentas, Litwa).

Amplifikacj¢ prowadzono w termocyklerze T3 Thermo-
cycler (prod. Biometra) w nastgpujacych warunkach: wstep-
na denaturacja DNA 94°C — 3 min., 34 cykle denaturacji
(1 min. — 94°C), przylaczenie starteréw (1 min. — 55°C)
1 wydhuzanie starterow (1 min. — 72°C). Koncowe wydtu-
zanie produktow amplifikacji prowadzono przez 10 min.
w temperaturze 72°C.

Elektroforeza produktéw PCR. Produkty PCR podda-
wano elektroforezie w 2% zelu agarozowym. Do baseni-
kéw w zelu wprowadzano po 10 pl mieszaniny poreakceyj-
nej i2 pl buforu obciazajacego. Elektroforez¢ prowadzono
przez okoto 30 min. w buforze 1 x TAE przy stalym nate-
zeniu 350 mA. Zel barwiono w roztworze bromku etydyny
o stgzeniu 1 pl/ml. Wielko$¢ produktow oceniano przez
poréwnanie z markerem masy molekularnej Gene-Ruler™
100 bp DNA Ladder Plus (prod. Fermentas, Litwa).

Badania przy uzyciu ELISA. Zdolno$¢ wytwarzania
toksyn przez wyizolowane szczepy CI. perfringens badano
przy uzyciu zestawow Bio-X Alpha Toxin Elisa Kit i Bio-X
Bbeta Toxin Elisa Kit (prod. Bio-X Diagnostics, Belgia).

Wyniki i omowienie

Z przestanego materialu wyizolowano tacznie 39
szczepodw Cl. perfringens. Probki dodatnie, z ktorych
dokonano izolacji omawianych drobnoustrojéw po-
chodzity ze wszystkich 15 objgtych badaniami ferm
(tab. 2). Badanie metoda PCR (ryc. 2) wykazato wy-
stgpowanie kodujacego toksyng a genu plc u wszyst-

kich wyizolowanych szczepow. U Zadnego z tych izo-
latow nie stwierdzono obecnosci gendow pozostatych

nego z omawianych izolatéw nie stwier-
dzono metoda ELISA ekspresji toksyny f, co stanowi
potwierdzenie wynikéw PCR.

Wszystkie szczepy Cl. perfringens izolowane z prze-
stanych probek wykazywaty cechy typu toksycznego
A. Interesujacy jest brak przypadkow izolacji CL. per-
fringens typu C szczegblnie w zestawieniu z faktem
pochodzenia probek od wykazujacych biegunki pro-
siat w wieku 1-10 dni. Przy wyjas$nieniu przyczyn ta-
kich wynikow nalezy bra¢ pod uwagg kilka czynni-
kéw. Jednym z istotniejszych wydaje si¢ coraz szer-
sze ostatnio stosowanie w profilaktyce biegunek pro-
siat szczepionek skojarzonych przeciwko zakazeniom

Tab. 2. Charakterystyka genotypowa szczepéw Cl. perfrin-
gens izolowanych od prosiat ssacych z poszczegolnych ferm

_ Liczba izolatéw Liczba izollaltﬁw wlykazujqcynh
Ferma | Wojewddztwo T obecno$é gendw toksyn
a B B2
P1 |Swietokrzyskie 2 2 - 2
P2 |lubelskie 4 4 = 4
P 3 |lubelskie 1 1 - 1
P 4 |lubelskie 1 1 = 1
P 5 |lubelskie 3 3 = 2
P 6 |tddzkie 3 3 - -
P 7 |lubelskie 2 2 = =
P 8 |pomorskie 4 3 - -
P9 |mazowieckie 1 1 = =
P 10 |mazowieckie 5 5 = =
P 11 | wielkopolskie 3 3 - 1
P 12 | wielkopolskie 3 3 - -
P 13 | wielkopolskie 4 4 - 2
P 14 | wielkopolskie 2 2 - 1
P 15 |lubelskie 2 2 = 2
Razem 39 39 = 16
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Ryec. 2. Obraz elektroforezy produktéw PCR szczepéw Cl. perfringens
Objasnienia: M — wzorzec masy molekularnej; $ciezki 1-7 — szczepy kontrolne, 1 —
typu A (gen toksyny a), 2 — typu B (geny toksyn a, B, €), 3 — typu C (geny toksyn a, ),
4 — typu D (geny toksyn a, €), 5 — typu E (geny toksyn a, 1), 6 — typu A z genem
enterotoksyny (geny toksyn a i enterotoksyny), 7 — typu A z genem toksyny B2 (geny
toksyn a, f2); 8 — kontrola negatywna; 9-16 — szczepy terenowe wykazujace obecno$é
genu toksyny a oraz (na $ciezkach 9, 10, 11, 12, 14) genu toksyny p2

wywolywanym przez Escherichia coli oraz CI. per-
fringens typ C.

Innym czynnikiem, zwigzanym bardziej z technicz-
nymi aspektami izolacji Cl. perfringens, jest wystgpo-
wanie kodujacego toksyng 3 genu cpb na plazmidzie.
Warunkuje to znaczne prawdopodobienstwo utraty
wspomnianego genu w trakcie pasazowania na podto-
zach mikrobiologicznych. Chociaz w trakcie izolacji
z materiatu terenowego liczbg pasazy przed zastoso-
waniem metody PCR ograniczano do niezbednego
minimum, nie mozna wykluczy¢ wptywu wspomnia-
nego czynnika na skuteczno$¢ wykrywania niosacych
gen cpb szczepow typu C lub B.

W badaniach przegladowych stad $win szczepy
Cl. perfringens typu C izolowane sa rzadziej niz szcze-
py typu A (6, 7, 28, 30). Wynika to, migdzy innymi,
z faktu, ze Cl. perfringens typu A wchodzi w sklad
normalnej flory przewodu pokarmowego tych zwie-
rzat. Prezentowane w ostatnich latach przez autorow
z wielu krajéw wyniki badan coraz czg$ciej wydaja
si¢ wskazywac na istotna rol¢ szczepdw CI. perfrin-
gens typu A w etiologii zakazen przewodu pokarmo-
wego swin (1, 3,7, 11, 15, 19, 26, 30). Jedna z zasad-
niczych przyczyn tego stanu moze by¢ brak szczepio-
nek dla swin umozliwiajacych profilaktyke zakazen
wywotywanych przez CIL. perfringens typ A.

Badania metoda PCR nie wykazaly wystepowania
genu enterotoksyny (cpe) u zadnego z badanych szcze-
péw terenowych. Dane z piSmiennictwa wskazuja, ze
rozpowszechnienie szczepdw niosacych cpe lub wy-
kazujacych zdolnos¢ wytwarzania CPE bywa ws$rod
prosiat zréznicowane i waha si¢ od 0% do okoto 25%
pozyskiwanych izolatow (4, 10, 19, 27). W przeciwien-
stwie do szczepdw Cl. perfringens izolowanych od
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ludzi, gdzie cpe zlokalizowany jest
zwykle na chromosomie u izolatow
pochodzacych od zwierzat, wymie-
niony gen ulokowany jest czgsciej na
plazmidzie (8, 25). Moze to, podob-
nie jak w przypadku genu cpb, wpty-
wac na obnizenie liczby identyfiko-
wanych szczepow cpe +.

U ponad 41% wyizolowanych w ba-
daniach szczepow stwierdzono obec-
no$¢ genu cpb2 kodujacego toksyne
B2. Prowadzone w ostatnich latach
badania wykazaty, ze cpb2 moze wy-
stgpowac u szczepoOw nalezacych do
réznych typow toksycznych CI. per-
fringens. Obecno$¢ wspomnianego
genu stwierdzano m.in. u izolatow po-
chodzacych z probek materialu pozy-
skiwanych od koni (14), bydta i ma-
1ych przezuwaczy (11, 13, 20). Od
Swin szczepy takie 1z010wane s czgS$-
ciej niz od innych gatunkéw ZWlGI‘ZE[t
(3). Gen cpb2 wykrywano zaré6wno
u izolatéw nalezacych do typu tok-
sycznego A, jak i typu C (3, 12, 19, 26, 30). Klaasen
1 wsp. (19) w badaniach 44 prosiat z objawami bie-
gunki pochodzacych z 18 ferm wyizolowali od 18
(41%) znich szczepy CI. perfringens wykazujace obec-
no$¢ genu plc kodujacego toksyneg a oraz genu cpb2.
Prowadzone przez Watersa i wsp. (30) badania 21
szczepow CI. perfringens typu A izolowanych od pro-
siat z biegunka wykazaty obecnos$¢ cpb2 u 20 z nich.
W innych badaniach amerykanscy autorzy (3), bada-
jac kilkaset szczepow typu A izolowanych od prosiat
z biegunka, stwierdzili wystgpowanie cpb2 u prawie
91% z nich. Oba wspomniane zespoty (3, 30) wyka-
zaly rowniez wystgpowanie cpb2 u szczepow typu A
izolowanych od $win nie wykazujacych objawow cho-
robowych. Ich liczba byta jednak nizsza.

W odniesieniu do wynikdw badan wiasnych nalezy
zwroci¢ uwagg, ze wyizolowane szczepy wykazuj ace
obecnos$¢ cpb2 pochodzity z przypadkéw o zrdéznico-
wanym przebiegu i obrazie zmian patologicznych.
Szczepy zferm P 1, P 31 P 4 pozyskano z przypadkow
o przebiegu ostrym. Szczep z fermy P 3 izolowano ze
zmian krwotoczno-martwicowych btony §luzowe;j je-
lita czczego, a szczep z fermy P 4 — ze zmian za-
palnych o charakterze krwotocznym bez martwicy.
W fermach P 7, P 13 1 P 14 omawiane szczepy wyizo-
lowano ze zmian zapalnych o charakterze sluzowym.
Izolaty cpb2 + z ferm P 2 i P 5, a rowniez jeden
zizolatow z fermy P 14 wyosobniono z wymazdw lub
probek kalu o konsystencji od wodnistej do pasto-
watej.

Zastosowana do typowania szczepdw Cl. perfrin-
gens metoda PCR wykorzystywana moze by¢ do
badan szczepow wyizolowanych metodami mikrobio-
logicznymi. Uzycie PCR do bezposredniego wykry-
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wania poszczeg6lnych typoéw toksycznych CI. perfrin-
gens w probkach materialu klinicznego nie jest, jak
dotad, rutynowo stosowane. Wprowadzenie PCR po-
zwolito na szybkie 1 precyzyjne typowanie omawia-
nych drobnoustrojow. Wykorzystanie tej metody stwa-
rza réwniez mozliwo$¢ rezygnacji z badah na zwie-
rzgtach laboratoryjnych.

Wyniki przeprowadzonych badan terenowych wy-
kazaty wystgpowanie w pozyskanym materiale szcze-
pow Cl. perfringens typu A. Zwraca uwage fakt, ze
z materiatu klinicznego o zréznicowanym stopniu za-
awansowania zmian patologicznych izolowano szcze-
py wykazujace obecno$¢ genu kodujacego toksyne 2.
Uzyskane wyniki moga wskazywaé na ograniczone
wystepowanie zakazen CL perfringens typu C w po-
pulacji $win. Wydaja si¢ one rowniez sktania¢ do
weryfikacji pogladow na temat znaczenia zakazen
wywotywanych przez Cl. perfingens typu A u tego
gatunku zwierzat. Powyzsze przestanki wskazuja tez
na potrzebg prowadzenia badan nad opracowaniem
metod zwalczania, a w szczeg6lnosci profilaktyki swo-
istej zakazen wywotywanych przez CI. perfingens typu
A u $win.
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