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i wsp. (10) w przypadku IgG1l osigga wartosé 1 g/
/dziennie, to jednak jest ona zbyt mata, aby zapew-
ni¢ odpowiedni stopien protekcji w okresie pierw-
szych trzech tygodni zycia. Stad tez, jak powszechnie
wiadomo, odpowiednie zywienie oseskéw siarg za-
pobiega wystepowaniu niedoboréw odpornosci. Za-
warte w siarze elementy odporno$ci humoralnej i ko-
morkowej tworzg bowiem wysoce skuteczny me-
chanizm obreny organizmu noworodka przed infek-
cja, do czasu przejecia przez ukiad immunologiczny
cielat swojej funkeji.
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Summary

Nonenterotoxinogenic Anaerobe C. Perfringens C
as a Cause of Calf Diarrhoea

In two farms (A and B) lesses of calves in the first 2—3
days after birth caused by diarhhoea were 25,2%/y and 36,5%0.
Bacteriological examinations of the infestines revealed an
especially high conceniration (2,4 X 10°— 3,6 X 100 cells/g)
of the highly toxinogenic ,,in vitro” C. perfringens A. Con-
tents of intestines were, however, free cf lethal toxins.
Examinations of pathological properties of C. perfringens A
isclates showed that they produced strong alpha, theta and
kappa toxins, and the majority of isclates additienally pro-
duced mi and ni toxins. Lack eof toxins in the intestines
may result from their quick binding with boedy tissues. This
cbservation is confirmed by the high effectiveness of
prophylatic measures i.e. immunization of arimals agaiist
alpha toxin (article in preparation), The result point to the
role of nonenterotoxinogenic strains of C. perfringens A,
producing alpha ftoxin, in the etiology of diarrhoea of
newborn calves.

Znaczenie C. perfringens A w patologii cielat, bez-
dyskusyjne w odniesieniu do zakazen przyrannych
(beztlenowcowe zapalenie tkanek, zgorzel gazowa,
wg 4), wymaga dalszych badan przy sugerowanej —
coraz czesciej (6, 7, 24) — odjelitowej drodze od-
dziatywania drobnoustroju (7, 19, 20). W tym przy-
padku trudno jest oceni¢ wplyw zarazka, ktéry sta-
nowige staly skiadnik mikroflory przewodu pokar-
mowego podlega w pewnych tylko warunkach ewi-
dentnemu w nim namnozeniu (stres Zywieniowy,
transportowy, wg 2, 12). Wtedy ekspresje klinicz-
nych zaburzen wyraza stan zapalny blony sluzowej
jelit, a w nastepstwie biegunka (11), rzadziej uszko-
dzenie czerwonych krwinek (20), chociaz, co nalezy
podkresli¢, wykazanie gléwnej toksyny tego sero-
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typu, a mianowicie antygenu alfa zwykle zawodzi
(14). Nie zostaje zatem najczesciej spelniony postu-
lat obowigzujacy w klasycznych heztlenowcowych
enterotoksemiach (typy B, C, D, E), ale $cisly zwig-
zek ewidentnego nammnozenia C. perfringens A w
przewodzie pokarmowym z rozwojem symptoma-
tycznych zaburzen sugestywnie przekonuje — w ta-
kich przypadkach — o przyczynowej roli tego drob-
noustroju (6, 7, 22, 24),

W zwiazku z tym celem badan wlasnych byto
ustalenie etiologii choroby u cielat, manifestujgce]
sie giéwnie biegunka, oraz okreslenie toksycznosci
wyosobnionych szczepdéw z zamiarem ich wykorzy-
stania do uodporniania narazonych na zachorowanie
cielat (nastepna publikacja).

Material i metody

Zwierzeta. Przebadano bakteriologicznie zawartosé je-
lit cienkich I wycinki narzgdéw migzszowych (serce, watro-
ba, nerka) pobrane bezposdrednio po $mierci od 10 cielat w
wieku 2—3 dni (5 stado A, 5 stado B).

Izolacja. Bakterii beztlenowych poszukiwano wykonu-
jac posiewy z jelit i narzadéw migzszowych na selektywne
podlozz Zeisslera z neomycyng (10 ug/ml, wg 3). Inkubacjz
prowadzono przez kilkana$cie godzin w 37°C metodg pyro-
gallolowa wg Pestiego (16). Podejrzane kolonie wycinano
wraz z agarem i wprowadzano na dno probowek z pozywka
Wrzoska. Uzyskane kultury kontrolowano na brak zanie-
czyszczenn mikroflorg tlenowsg (wysiew na podloze Zeisslera
bez neomycyny, inkubacja w atmosferze tlenowej). Obecnosé
chorobotwoérczych tlenowcow sprawdzano w sposdéb ruty-
nowy (posiew na agar z krwig, SS, czas inkubacji w 37°C
— 18 godz.).

Toksyny letalne. Z zawartosci jelit cienkich spo-
rzadzano 50% wyciggi w plynie fizjologicznym z dodatkiem
antybiotykow (400 j./ml penicyliny, 200 ug/ml streptomycy-
ny). Ptyn znad osadu, uzyskany po odwirowaniu (4000 obr./
/min. — 1 godz), wprowadzano w dawce 0,5 ml w formie
natywnej i po trypsynizacji (supernatant poddany dziataniu
2% trypsyny, inkubacja w 37°C w ciggu 45 min.) dootrzew-
nowo myszom (czas obserwacji zwierzat 2 dni).

Identyfikacja. Okreslano serotyp toksyny letalne]
w wyciggach i ptynach odwirowanych hodowli bakteryjnych
(podloze VF z 0,5% glukozy) neutralizowanych przy uzyciu
monowalentnych surowic antytoksycznych C. perfringsns A,
B, C, D, E (Wellcome Reagents Ltd Anglia). Pobrane plyny
w objetodei 0,5 ml tgczono z 0,2 ml monowalentnej surowicy
antytoksycznej i wprowadzano bialym myszkom (reagenty
wezesnie] wigzane w 37°C w ciggu 45 min., obserwacja zwie-
rzat 24 godz.).

Sktad toksyn. Okredlono dla wszystkich szczepow
ilosciowy sklad wytwarzanych komponent toksyeznych, tj.
alfa, theta, kappa, mi oraz ni.

Tab. 1. Wielko$¢ strat powodowanych padnieciami cielat

Giss]_mdarstu-nl Roczna liczba cielgt | % padnieé

Tcksynz alfa mianowano jako czynnik lstalny dla biatych
myszy (wyniki przedstawicno w DLM;/ml) i lecytynazowy
(oznaczono liczbe jednestek zmetnieniowych w 1 ml).

Antygen thsta (hemclizyna) okreslano odczynem hemoli-
tycznym wedtug mztodyki stosowanej w przeprzednich pra-
cach (3, 5), a wyniki podano w jadnostkach hemolitycznych
DHM (Dosis Haemolytica Minima).

Czynnika kappa (kolagenaza) poszukiwano — przy uiy-
ciu kolagenu -— metoda opisana w pracy poprzedniej (3).

Toksyne mi (hialuronidaza) oznaczono testem ACRA
wedlug Oakleya i Warracka (15). Za jednostke aktywnosci
hialuronidazy przyjmowano najmniejsza ilo$¢ enzymu po-
wodujacego utrate lepkosci tzw. 1 dawki wskazujgcej (dosis
indicating) kwasu hialuronowego (W3S Warszawa), a kon-
cowe rezultaty przeliczano na aktywnosé 1 ml piynu ho-
dowli.

Komponente ni (dezoksyrybonuklzaza) identvfikowano me-
toda leukocytowag wedlug Warracka i wsp. (23). Moc enzy-
mu wyrazano jako najwyzsze rozcienczenie hodowli (miano
toksyny) powodujgce destrukcje jgder - 50%e¢ leukocytéw
krgvi kréliczej w ciggu 24 godzinnej inkubacji rozmazu w
37°C.

Inne testy. Enterotoksyne, ktorej wytwarzanie okre-
$la  zdolno$é szczepéw do sporulacji (uzywano podloza
Ellnera, wg 8), okreslono metoda $rodskdérnag (z uzyciem
Swinek morskich). Badania rutynowe uwzglednialy poza
tym kokcydioze (met. Fulleborna), leptospiroze (met, mi-
kroaglutynacji) i zatrucia chemiczne (analizy w kierunku
Cu, Zn).

Wyniki i omowienie

Zebrane w tab. 1 dane dowiodly, ze zachorowania
cielagt z objawami biegunki, jakie uporczywie wyste-
powaly w 2 oborach (A i B), spowodowaly wysokie
w skali roku straty w odchowie nowo narodzonych
zwierzat, wynoszace 25% (gospodarstwo A: cielat
urodzonych 71, padlych 18) do 36,5%0 (majgtek B:
wycielen 148, padnie¢ 54). Przyczyn tych niepowo-
dzen nie wyjasnity rutynowe analizy diagnostyczne
wykluczajace zakazenia tlenowcami, kokcydioze oraz
zatrucie. Dopiero badania bakteriologiczne w kierun-
ku beztlenowcoéw wykazaly obecnos¢ w jelitach
(brak w narzgdach) w wyjgtkowo wysokiej koncen-
tracji (2,4 X 10°—3,6 X 10"/g), w dodatku w wa-
runkach in vitro silnie toksynogennej, laseczki C.
perfringens A (wytwarzanie toksyny alfa brak in-
nych), ale przy tym nieenterotoksynogennej (bez
wiadciwoséei sporulacyjnych, préby na enterotoksyne
ujemne). Nie stwierdzono jednak w zawartosci jelit
jakichkolwiek toksyn letalnych (ekstrakty aktywo-
wane i nie poddawane dzialaniu trypsyny bez wply-
Wu na myszy).

Zachorowania dotyczyly nowo narodzonych cielgt,
co najwyzej 2—3-dniowych, a glowny objaw klinicz-

ogoltem | padiych ny stanowila u nich biegunka, z reguly zoltawa, przy

A 71 ‘ 18 252 dluzszym przebiegu z domieszkg krwi. W jej na-

B 148 54 36,5 stepstwie zwierzeta szybko tracily cheé do ssania,

Tab. 2. Wiasciwosci toksynotworcze szczepdéw C. perfringens A
. Wytwarzane toksyny
Oznaczenie - ;
S alfa theta kappa f mi | ni
DLMrn/ml j2dn. zm./ml DHWM/ml DCM/ml | jedn. hial./ml | dawek wsk/ml

A-1 4 2002 100 2 256 10
A-2 8 4000 100 4 1024 100
A-3 4 1000 20 1 — —
A-4 4 1000 20 1 256 10
A-5 8 2000 200 4 512 100
B-6 8 4000 200 4 512 10
B-7 8 4000 100 gl 128 10
B-8 4 2000 . 20 1 — 10
B-9 4 1000 20 1 —_ —
B-10 8 2000 100 4 1024 100
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zalegaly i w stanie prostracji ginely pomimo leczenia
(stosowano antybiotyki, wlewy elektrolitow, gluko-
zy).

Wiasciwosci chorobotwoéreze 10 wyosebnionych
szczepow C. perfringens A ilustruje tab. 2. Wynika
z niej, ze wytwarzaly one nadzwyczaj silng toksyne
alfa (4—8 DI M, 'ml, 1000—2000 j. zm./ml), theta
(20—200 DAIM/ml) i kappa (1—4 DCM, /ml), a wiek-
szos¢ z nich takze mi (128—1024 j. hial./ml) oraz ni
(10—100 dawek wsk./ml).

Blizszego omoéwienia wymaga fakt nie wykazania
toksyny alfa w jelitach padlych cielgt. Wyttumaczyé
to mozna jej szybkim — w miejscu wytworzenia —
zwigzaniu przez tkanki (1, 20). Co wiecej — wiado-
mo, ze wprowadzona dozylnie zanika w 90%0 po
5 minttach (20), a dodatkowy wplyw neutralizujgcy
wywiera cystyna i siarkowodér (20).

Uzyskane wyniki upowazniaja do uznania etiolo-
gicznej roli — w opisanej biegunce cielagt — nieen-
terotoksynogennych, ale aktywnych w zakresie wy-
twarzania toksyny alfa szczepow C. perfringens A.
Za takim poglgdem przemawia wysoka koncentracja
zarazka, wielokrotnie przekraczajgca wartosé fizjolo-
giczna (10° g, wg 20). Poza tym wyosobnione szczepy
cechowala nadzwyczaj silna toksynogennosé w za-
kresie wielu toksyn, nade wszystko alfa — znanej
jako czynnik destrukcyjny blon komoérkowych (19,
20) i nastepnych, czasem nawet krwawych biegunek
(7, 20, 22) obserwowanych w badanych stadach, a
wcezesniej opisanych przez innych autoréw (cyt.

wg 7). Ostatecznego wreszcie dowodu dostarczyty
wyniki badan przekonywujgce o mozliwosei zaha-
mowania padnie¢ cielgt metodg ich immunizacji
przeciw toksynie alfa, dawniej sygnalizowane (cyt.
wg 7), a w pelni potwierdzone we wlasnej pracy
(nastepna publikacja).
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Zastosowanie metody western blot do wykrygwania

antygenow wirusa bialaczki

bydia (BLV) w limfocytach

zakazonych zwierzat

Zakiad Bicchemii i Pracownia Patologii Komoérkowej * Instytutu Weterynarii,
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Summary

Application of the Western blot methed for the de-
tection of viral proteins of hovine leukaemia virus
(BLYV) in lymphocytes of infected cattle

The protein antigens of BLV were detected in
the lysates of bovine lymphocytes stimulated in
vitro using the Western blot method. Specific anti-
badies against BLV were detected in the sera of
animals by the ELISA test. Protein bands of the
molecular weight 72, 31, 35 and 24 kD were de-
tected by the rabhit antiserum against BLV in the
blots from infected lymphocytes and FLK cells.
The proteins mentioned above were not detected in
the lysates of lymphocytes of uninfected animals.
Densitometry analysis of immunoblots from FLK
cells indicated that a minimal amount of 160 ug of
gp51 viral protein can be discovered. The presence
of BLV antigens and specific antibodies were de-
tected in 18 of 25 animals. The antibodies. were also
found in four cows of the remaining seven animals
whose lymphocytes were free from BLV proteins.

Western blot, okreslany tez jako immunoblot, jest
technika badawcza stosowana do analizy biatek (27).
Poddane elektroforetycznemu rozdzialowi na zelu
poliakrylamidowym (SDS-PAGE) i rozfrakcjonowa-
ne pod wzgledem ich ciezaru czgsteczkowego bialka,
zostajg przeniesione z zelu na filtr nitrocelulozowy,
gdzie wykrywane sg metodami immunocenzymatycz-
nymi (26). Identyfikacja okreslonych biatek, widocz-
nych w postaci barwnych prazkéw, nastepuje na za-
sadzie poroéwnania ich polczenia z markerem cieza-
ru czgsteczkowego. W opinii wielu badaczy metoda
western blet, w zaleznosci od uzytego systemu de-
tekeji, dorownuje czulo$ciag metodzie ELISA i bez
watpienia jest metodg bardziej swoistg

W diagnostyce chorob zakaznych metody ta ozna-
czene moga by¢ swoiste przeciwciala (4, 6), wzgled-
nie biatka antygenowe. To ostatnie postepowanie
stosowane byto do wykrywania i identyfikowania
antygenow rotawirusow (21), retrowirusow (19) i wi-
rusa RSV (23).

W prezentowanej pracy zastosowano metode we-
stern blet do wykrywania antygenow wirusa BLV



