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i wsp. (10) w przypadku IgG1 osiąga wartośó 1 g/
/dziennie, to jednak jest ona zbyt-mała, aby zapew-
nić odpowiedni stopień protekcji w okiesie pierw-
szych trzech tygodni życia. Stąd też, jak powszechnie
wiadomo, odpowiednie żywienie osesków siarą za-
pobiega występowaniu niedoborów odporności. Za-
warte w siarze elementy odporności humoralnej i ko-
mórko,wej tworzą bowiem wysoce s}<uteczny me-
chanizm obrony organizmu noworodka przed infek-
cją, do czasu przej ęcla ptzez układ immunologiczny
cieląt swojej funkcji.
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§ummary
Nonenterotoxinogenic Anaerobe C. Perfringens C
as a cause of calf Diarrhoea

In two farms (A and B) losses of calves in the first 2-3
days after birth caused by diarhhoea were 25,20lo and, 36,50lo,.
Bactełiological examinations of the intestines revealed an
especiaily high concentration (2,4 X l0'-3,6 X 10lo 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
isolates showetl that they produced strong alpha, theta and
kappa toxins, and the majority of isolates additicnally pro-
ducetl mi and ni toxins. Lack of toxins in the intestines
may resuit from their quick binding with body tissues. This
observation is confirmetl by the high effectiveness of
prophylatic measures i.e. immunization of anima,ls agair:st
alpha toxin (article in preparation). The result point to the
role of nonenterotoxinogenic strains of C. pbrfringens A,
producing alpha toxin, in the etiology of diarrhoea of
newłrorn calves.

Znaczente C. perJringens A w patologii cieląt, bez-
dyskusyjne w odniesieniu do zakażeń przyrannych
(beztienowcowe zapalenie tkanek, zgotzel gazowa,
wg 4), wymaga dalszych badań przy sugerowanej -cotaz częściej (6, 7, 24) - odjeiitowej drodze od-
działywania drobnoustroju (7, 19, 20). W tym przy-
padku trudno jest ocenić wpływ zarazka, który sta-
nowiąc stały składnik mikrofiory przewodu pokar-
mowego podlega w pewnych tylko warunkach ewi-
dentnemu w nim namnożeniu (stres żywieniowy,
transportowy, wg 2, 72). Wtedy ekspresję klinicz-
nych zaburzeń wyraża stan zapalny błony śluzowej
jelit, a w następstwie biegunka (11), rzadziej uszko-
dzenie czerwonych krwinek (20), chociaż, co należy
podkreślić, wykazanie głównej toksyny tego sero-

*) Praca finansowana plzez KBN NI umo§,_Y PB 1599/5/91.
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typu, a mianowicie antygenu alfa zwykle zawodzi
(1a). Nie zostaje zatem najczęściej spełniony postu-
lat obowiązujący w klasycznych beztlenowcowych
enterotoksemiach (typy B, C, D, E), ale ścisły zwią-
zek ewidentnego namnożenia C. perfrźngens A w
przewodzie pokarmowym z rozwojem symptoma-
tycznych zaburzeń sugestywnie przekonuje - w ta-
kich przypadkach 

- o przyczynowej roli tego drob-
noustroju (6, 7, 22, 24).

W związku z tyrn celem badań własnych było
ustalenie etiologii choroby u cieląt, manifestującej
się głownie biegunką, oraz okreśIenie toksyczności
wyosobnionych szczepow z zamiarem ich wykorzy-
stania do uodporniania narazonych na zachorowanie
cieląt (następna publikacja),

Materiał i metody
Zw ier zęta. Przebadano bakteriologicznie zawartośó je-

lit cienkich i wycinki narządów miąższowych (serce, wątro-
ba, nerka) poibrane bezpośrednio po śmierci od 10 cieląt w
wieku 2-3 dni (5 stado A, 5 stado B).

IzoIa c j a. Bakterii beztlenowych poszukiwano wykonu-
jąc posiewy z jelit i narządów miąższowych na selektywne
podłoże Zeisslera z neomycyną (|0 l,tg/l.rtl, wg 3). Inkuba.cję
prowadzono przez kiłkanaście godzin r,v 37oC metodą pyro-
gallo1ową wg Pestiego (1t6). Pode jrzane kolonie wycinano
wraz z agarem i wprowadzano na dno probówek z pożywką
Wrzoska. Uzyskane kultury kontrolowano na brak zanie-
czyszczeń mikroflorą tlenową (r,vysiew na podłoże Zeisslera
bez neomycyny, inkubacja w atmosferze t]enowej). Obecność
chorobotwórczych tlenowców sprawdzano w sposób ruty-
nowy (posiew na agar z krwią, SS, czas inkubacji w 3?oC

- 18 goCz.).
Toksyny 1etalne. Z zawartości jelit cienkich spo-

tządzano 500/o, wyciągi w płynie fizjologicznym z dodatkiem
antybiotyków (400 j./mI penicyliny, 200 p,glmI streptomycy-
ny). Płyn znad osadu, uzyskany po odwirowaniu (4000 obr./
/min. - 1 godz.), wprowadzano w dawce 0,5 ml w formie
natywnej i po trypsynizacji (supernatant poddany działaniu
20/o trypsyny, inkulcacja w 37oC w ciągu 45 min.) dootrzew-
nowo myszom (czas obserwacji zwierząt 2 dni).

Identyf ikacja. Określano serotyp toksyny letalnej
w rł-yciągach i płynach odwirowanych hodowli bakteryjnych
(podłoże VF z 0,50/o glukozy) neutralizowanych przy użyciu
monowalentnych surowic antytoksycznych C. perfrżngens A,
B, C, D, E (Wellcome Reagents Ltd Anglia). Pobrane płvny
w objętości 0,5 ml łączono z 01,2 mI monowalentnej surowicy
antytoksycznej i wprorvadzano białym myszkom (reagenty
wcześniej wiązane w 37oC w ciągu 45 min., obserwacja zwie-
rząt 24 Eodz.).Skład toksyn. Określono dla wszystkich szcz:pów
ilościowy skład w warzanych komponent toksycznych, tj.
alfa, theta, kappa, i oraz ni.

Tab. 1. Wielkość strat powodowanych padnięciami cieląt

Tcksynę alfa mianowano jako czynnik 1:talny dla białych
myszy (wyniki przedstawicno w DLMr66/mJ.) i lecytynazowy
(oznaczono lirzbę jednostek zmęt,nieniowych w 1 mI).

Antyg:n th=ta (hemolizyna) określano odczynem hemoli_
tyczny-m według m--todyki stosolvanej w przeprzednich pra-
cach (3. 5), a wyniki podano w j:dnostkach hemolitycznycb
DHM (Dosis Haemolytica Minima).

Czynnika kappa (kołagenaza) poszukirvano - przy uży-
ciu kolagenu - metodą opisaną w pracy poprzedniej (3).

Toksynę mi (hialuronidaza) aznaczano testem ACRA
według Oakleya i Warracka (15). Za jeCnostkę aktywności
hialuronidazy przyjmowano najmniejszą ilość enzymu po-
wodującego utratę lepkości tzw. 1 davlki wskazującej (dosis
indicating) kwasu hialuronowego (WSS Warszarva), a koń-
cowe rezu]taty przeliczano na aktywność 1 ml płynu ho-
dowli.

Komponentą ni (dezoksyr.ybonukl:aza) identrfi_<owano m3-
todą 1eukocytową według Warracka i wsp, (23). Moc enzy-
mu wyrażano jako najwyższe rozcieńczenie hodowli (miano
toksyny) powodujące destrukcję jąder ,, 500/c, leukocytów
krwi króIiczej w ciągu 24 godzinnej inkubacji Tozmazu w
37 oC,

Inne testy. Enterotoksynę, }<tórej wytwarzanie okre-
śla zdolność szczepów do sporutacji (używano podłoża
Ellnera, wg 8), określono metodą śródskórną (z użyciem
świnek morskich), Badania rutynowe uwzględniały poza
tym kokcydiozę (met. Fulleborna), 1eptospirozę (met, mi-
kroaglutynacji) i zatrucia chemiczne (anaiizy w kierunku
Cu, Zn).

Wy^iki i omówienie

Zebrane w tab. 1 dane dowiodły, ze zacholowania
cieląt z obja.wami biegunki, jakie uporczywie wystę-
powały w 2 oborach (A i B), spowodowały wysokie
w skaii roku straty w odchowie no-wo narodzonych
zwieTząt, wynoszące 250/o (gospodarstwo A: cieląt
urodzonych 71, padłych 18) do 36,5c/o (majątek B:
wycieleń 148, padnięć 54). Przyczyn tych niepowo-
dzeń nie wyjaśniły rutynowe analizy diagnostyczne
wykluczające zakażenia tlenowcami, kokcydiozę oraz
zatrucie. Dopiero badania bakteriologiczne w kierun-
ku beztlenowców wykazały obecność w jelitach
(brak w narządach) w wyjątkowo wysokiej koncen-
tracji (2,4 X 109-3,6 X 1010/9), w dodatku w w-a-
rllnkach in uitro silnj_e toksynogennej, 1aseczki C,
perfrLngens A (wytwarzanie toksyny a]fa brak in-
nych), ale przy tym nieenterotoksynogennej (bez
rł,łaściwości sporulacyjnych, ploby na enterotoksynę
Lljemne). Nie stwierdzono jednak w zawartości jelit
jakichkolrłliek toksyn letalnych (ekstrakty aktywo-
wane i nie poddal,vane działaniu trypsyny bez wpły-
wu na myszy).

Zachorowania dotyczyły nowo narodzonych cieląt,
co najwyżej 2-3-dniowych, a głowny objaw klinicz-
ny stanowiła u nich biegunka, z reguły żołtawa, przy
dłuższym przebiegu z domieszką krwi. W jej na-
stępstwie zwierzęta szybko traciły chęć do ssania,

czba cieląt | 0ó paanięe
ogółem l padłych

,ł.)
36,5

Tab. 2, Właściwości toksynotwórcze szczepów C. perJringens A

A
B

71, 18
148 54

Wytwarzane toksyny
oznaczenie

szczep].J. aIfa
DLM,"^/ml j.dn. zm./ml

I tneta I kappa l

l ountlml I DCM/mI l jedn. hia]./ml dawek wsk/m]
ml nl

A-1
A-2
A-3
A-4
A-5
B-6
B-7
B-8
B-9
B-10

200]
4000
1000
1000
2000
4000
4000
2000
1000
2000

4
o
4
4
o
B
o
4
4
ó

l1,0

100

10
100

10
10
10

100

256
1 024

256
512
5jl2
LLo

2
4
1

,1

4
4
,1

1

,1

4

100
100
20
ż0

200
200
100
20
20

100 7024
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zalegały i w stanie prostracji ginęły pomimo leczenia
(stosovlano antybiotyki, wiewy elektrolitów, gluko-
Zy).

Właściwości chorobotwórcze 10 wyo bnionych
szczepow C. perfrżngens A ilustruje tab, . Wynika
z niej, że wytwarzały one nadzwyczaj silną toksynę
alfa (".-3 DlM,oo,,'ml, 1000-2000 j. zm./ml), theta
(2C-200 DIJM/mI) i kappa (1-4 DCM,iml), a więk-
szość z nich takze mi (128-1024 j. hial./ml) oraz ni
(10-100 dawek wsk.,/ml).

Blizszego omowienia wymaga fakt nie wykazania
to}_syny a]fa l.łz jeiitach padłych cieląt. Wytłumaczyć
to mozna jej szybkim 

- 
rv miejscu wytwoTzenia -zwtązanitl przez tkanki (1, 20), Co więcej - wiado-

mo, ze wprowadzona dożylnie zanika w g00/o po
5 minutach (20), a dodatkowy wpływ neutralizujący
wywiera cystyna i siarkowodór (20).

Uzyskane wyniki upoważniają do uznania etiolo-
gicznej roli 

- w opisanej biegunce cieląt - nieen-
terotoksynogennych, ale aktywnych w zakresie wy-
twarzania toksyny alfa szczepow C. perfringens A.
Za takirn poglądem przemawia l,vysoka koncentracja
z elokrotnie prz tość fizjolo-
g g, wg 20). Poz one szczepy
c nadzwyczaj s ność w za-
kresie wielu toksyn, nade w-szystko alfa - znanej
jako czynnik destrukcyjny błon komórkowych (19,
20) i następnych, czasem nawet krrvawych biegunek
(7, 20, 22f obserwowanych w badanyóh stadich, a
wcześniej opisanych przez innych autorów (cyt.

wg 7). Ostatecznego wreszcie dowodu dostarczyły
wyniki badań przekonywujące o możIiwości zalta-
mowania padnięć cieląt metodą ich immunizacji
przeciw toksynie alfa, dawniej sygnalizowane (cyt.
wg 7), a w pełni potwierdzone we własnej pTacy
(następna pu-blikac ja).
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Summary
Application of the Western blot method for the de-
tection of viral proteins of bovine leukaemia virus
(BLV) in lyrnphocytes of infected cattle

The protein antigens of BLV were detected in
the lysates of bovine lymphocytes stimulated in
vitro using the ern blot Specific anti-
bodies against were d in the sera of
anirnals by the ELISA test. Protein bands of the
rnolecular weight 72, 5l, 35 and 24 kD were de-
tected
łllots f
The pr
the lysates of lyrnphocytes of uninfected arrirnals.
Densitornetry analysis of irnmunolrlots frcrn F'LK
cells ind that a minirnal 1S0 ug of
gp51 vir ein can be disc presence
of BLV ns and specific ńere de-
tected in 18 of 25 animals. The antibodies,were also
found in four cows of the rerłlaining seven anirnals
whose lymphocytes were free from BLV proteins.

Western blot, okreśIany też jako irnmunoblot, jest
techniką badawczą stosowaną do analizy białek (27).
Poddane elektrof oretycznernu rozdziałowi na żelu
poliakrylamidowym (SDS-PAGE) i rozfrakcjonowa-
ne pod względem ich ciężaru cząsteczkowego białka,
zostają przeniesione z żelu na filtr nitrocelulozowy,
gdzie wykrywane są metodami immunoenzymatycz-
nymi (26), Id_entyfikacja określonych białek, widocz-
nych w posiaci barwnych prążków, następuje na za-
sadzie porównania ich położerria z markerem cięża-
ru cząsteczko\^/ego. W opinii wielu badaczy metocia
western blot, w zależności od uzytego systemu de-
tekcji, doróvrnuje czułością metodzie ELISA i bez
wątpienia jest metodą bardziej swoistą

W diagnostyce chorób zakaźnych metodą tą ozna-
czone mogą być swoiste przeciwciała (4, 6), względ-
nie białka antygenowe. To ostatnie postępowanie
stosowane było do wykrywania i identyfikowania
antygenów rotawirusów (21), retrowirusów (19) i wi-
rusa RSV (23).

W prezentowanej pracy zastosowano metodę we-
stern blot do wykrywania antygenów wirusa BLV


