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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
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w limfocytach krwi obwodowej zakażonyc|l krów.
Jedną z konsekwencji zakażenia wirusem BLV jest
obecność w limfocytach cząsteczek wirusa lub swois-
tych białek antygenowych (3), Ich oznaczanie ma
mniejszą wartość diagnostyczną ntż wykrywanie
srvoistych przeciwciał metodą immunodyfuzji i
ELISA. Postępowanie takie jest jednak przydatne
w pierwszym okresie po zakażeniu oraz przy laten-
tnym zakażeniu, co związane jest z brakiem odpo-
wiedzi humoralnej.

Materiał i metody

Preparatyka Iimf ocytów. Do izolacji limfocytów
krew pobieramo z żyły jarzmowej w ilości 1,0 ml z dodat-
kiem wersenianu, Krew, rozciehczoną 1 : 1 PBS bez jonó,,"v
Ca++ i Mg+|, nalvarstwiano równą objętością na Lympłlo-
prep (Nyegaard, Oslo) i wirowano 30 min. przy 250,0 obr/
, min. Następnie zbierano warstwę limfocytów i płukano je
dwa razy w podłożu hodowlanym RPMI 1640 (Gibco), Krew
do baCań pobrano od 25 krów ze stada, w którym stwier-
dzono wysoki procent zwierząt serologicznie dodatnich i od
5 krów ze stada, w którym od kilku lat nie stwierdzono
zwierząt z wynikami doCatnimi.

HodowIa 1imf ocytów. Uzyskane komórki w kon-
centracji 2 X l106/ml zawieszano w 10 ml podłoża RPMI
z 2L'0lo surowicy cielęce j płodowe j, r100 j /mt penicyliny,
100 ug/ml streptomycyny i mitogenami: PHA 10 u,l/m1
i PWM 10 uil/ml podłoża. Komórki hodowano r,v butelkach
plastikowych (Falcon) pTzez 48 godz. w 3?oC.

Preparatyka Iizatów 1imfocytów. Komórki,
w liczbie około 1107, zbierano z hodowli i płukano 2 razy
w buforze (10 mM Tris-HCl pH 7,2 0,90lol NaC1) i zawie-
szano w 1 ml takiego bufcru uzupełnionego 0,050/c Tritonu
X-100 i 2 mM PMSF (fluorek fenylometylosulfonowy), a na-
stępnie inkubowano 20 min. w łaźni wodnej. Potem wiro-
wano plzy 3000 obr/min. i 5000 obr/nin. przez 10 min.
zbierano supernatant i przechowywano w -70oC. PoCob-
nie postępowano z lizatami z konrórek ]inii ciągłej FLK,
permanentnie zakażonej wirusem BLV, użytej jako kon-
trola dodatnia reakcji.

Elektroforeza na żelu poIiakrylamido-
wym i blot. Otrzymane supernatanty rozcieńczano 1:1
2 X stężonym buforem (125 mM Tris - HCl pH 6,8, 10.r/o,
2-merkaptoetano1, 40/o SDS, 20Dla, g]icero1, 0,0020/o błękit
bromofenolowy) i ogrzewano 3 min. w ,1,00oC. 15 u1 próbki
supernatantów rozdzielano e]ektroforetycznie na żelu po-
liakryla,miCowym przy użyciu SE 280 Small Slab Unit
(Hoefer), najpierw na 30/c żelu koncentrującym przy 15 m
a następnie na 100/o żelu migracyjnym przy 20 mA w b
forze (20 mM Tris, 152 mM glicyny, 0,10i0 SDS) o pH 8,5.
W podobny sposób rozdzielano marker ciężaru cząsteczko-
wego będący mieszaniną: albuminy bydlęcej 66 kD, ova1-
buminy 4]5 kD, p€ps}nol§€nu 34 kD i trypsynogcnu 24 kD.
Rozdzielone białka były następnie przenoszone na nitro-
celulozę (Hybond-C, Ameraham) przy użyciu N{ighty Small
Transfor Unit (Hoefer) przy 60 Y przez 1,5 godz. w buforze
(20 mM Tris, 152 mM glicyny, 20rlc, metanolu) o pH 8,5.

Tmmunoenzymaty czne wykrywanie białek.
Ryc. tr przedstawia schemat postępowania przy immuno-
enzymatycznym wykrywaniu białek. Po wysuszeniu nitro-
celulozę cięto na paski i inkubowano kolejno z: A. l}Dll,
roztworem surowicy końskiej .,v buforze TBS (20 mM Tris,
0,5 M NaC1) o pH 7,5, 2 tazy po 20 min., B. surowicą kró-
liczą zawierającą przeciwciała swoiste dla BLV, rozcień-
czoną ll25 przez tr,,5 godz., C. kozimi IgG przeciw króli-
czym IgG, znakowanymi biotyną (Sigma), w rozcieńczeniu
1/,10000 nrzez 7 godz., D. koniugatem peroksydaza-strepta-
vidyna (Amersham) w rozcieńczeniu 1/300 pTzez, I ggĄ7.,
E. roztworem substratu - 0,5 mglml dwuaminobenzydyny
(DAB) (Sierna) w ;10 mM Tris pH 7,5 z 0,2 mI 10/c roztworu
H2O2 i inkubowano tr0--l15 min. w ciemni. Po około 1-2
godz. paski płukano w TBS z surowicą końską. Każda
inkubacja poprzedzona bvła trzema płukaniami po 5 min.
w buforze TBS z 0,050/o Tweenu 20. Swoistą dla BLV
antysurowicę otrzymano uodporniając króliki ]izatem kor-
puskularnego wirusa BLV, otlzymanego wg metody poda-
nej ,orzez Steca i wsp. (25),

Ocena czułości metody western blot. Liza-

B LOT
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BLOKOWANIE
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Peroksyd ozo,/Streptov d yno
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Ryc. 1. Schernat postępowania przy immunoenzymatycznym
wykrywaniu białek antygenowych wirusa BLV

ty z ko,mórek FLK rozcieńczano od 1l2 do 7164, oznacza-
jąc stężenie białka metodą spektrofotometryczną, Rozci,-ń-
czone ),izaty poddano procedurze opisanej wyżej. Intensyw-
ność zabarwienia prążków analizowano densytometrem
TLD 100 (Vitatron) plzy 365 nm. Zawattość białka we
frakcjach o określonym ciężarze cząsteczkowym aznaczano
anaIizując poszczególne densytogramy.

Oznaczanie swoistych przeciwciał. Swoiste
przeciwciała w surowicy krwi ozllaczal1o metodą immu-
noenzymatyczną ELISA wykorzystując zestaw diagnostycz-
ny SERELIFFA firmy Rhóne-Merieux, zgodnie z zalece-
niami producenta.

Wy.iki i omówienie

W onavrianej pracy plzedstawiono zastosowanie
metody western b]ot do wykrywania antygenów wi-
rusa BLV v,/ lizatach hodowanycb, in uźtro limfo-
cytów, izolowanych cd zakażonych zavierząt. Ko-
nieczirość hodowli iimfocytów stymulowanych mito-
genami wynika z faktu, że żn uźuo w limfocytach
transkrypcja białek wirusowych jest blokowana
przez czynnik o nieznanym charakterze (11) i BLV
pozostaje w stanie latencji, a zabiegi te mają na ce-
]u odblokawcnie transkrypcji białek wirusowych
(8). Jakkolwiek komórkami doce]owymi dia BLV są
Iimfocyty B (20), to w badaniach użyto mitogenów
stymulujących olrydwie subpopulacje T i B, co spo-
wodo-wane jest faktem, że dla pełnej ekspresji BLV
potrzebne są li.mfokiny plodllko-wane pTzez limfocy-
ty T (7).

Na ryc, 2 zestawiono bloty zawierające Tożne liza-
ty. Analiza ich wykazała, ze białka wilusowe reagu-
jące dodatirio z surowicą anty-BLV mają ciężar oko-
ło 7 -72kD,51 kD, 35 kD i 24 kD. Białek tych nie
wykrywano, gdy badano lizaty otrzymane z limfo-
cytów nie zakażonych zwierząt (blot I). Nie obserwo-
wano lówniez doCatnich reakcji stosując, jako pierw-
sze przeciwciało, norma]ną surowicę króliczą (blot
B).

W lizatach z leukocytów zakażonych zwieTząt

AA
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Ryc. 2. Analiza białek antygenor,vych wirusa BLV w róż-
nych lizatach. Scieżka A 

- ]izat rvirusa BLV. B i C 
-]izat konórek FLK D - H 

- llzaty limocytó-w krów zaka-
żonych, I - Iizat limf ccytór,v krów ni-^ za,każonych

(irlct D-I{) i ]izatach kolnórek FLK (C) si]ro\\,ica
anty-BLV szczególnie silnie reagowa"ła z }riałkiem
o ciężaTze 72-'t0 kD. W 'bad_anjach nad, biogenezą
białek BLV, IViatiol-ln i wsp. (i4) cbserwowali po-
d_o'oną reakcję, za któtą odpowie-,zialny }cył prokur-
sor ciia gp 51 gp 35, hlałko o c'Lężarze 72 kD. jego
obecncść w zakażonych komórkaclr jest wynikiem
tra,nslacji wiruso-wego rnRNA o stałej seciyi:rentacji
35 s, hędącego ploduktem transkTypcji gerLow gag-
-pcL prowilrłsowego Dl\A (9). Potvlierdzenietrr tego
mcze icyć fakt, że irajsilniejsza ]rea.kcja z biąłkjem
72 kD cłłserwołvana była w lizaiach konórek F-LK
r lizatach lirnfccytów krowy z postacią guzowatą
bia,łaczt<i (D) W kctnórkach tych występuje inten-
sywrla synteza łliałek wirusowych. l§atołiiast bar-
clzc słabą reakcję obserłvolr,ano w lizacie z korpus}<u-
lalrlego .łir.rsa (A).

We v,zszystkich analizolr,anych blotach reakc ja
z -lrrałkierrr o ciężaTze 24 kD i 35 kD była o wiele
siiniejsza nlż z białkiem 51 kD" "iest to glikopr.oteid
ctcczki wif usa (gp5i), zawierajął:y si:ośród ośrnitt,
trzy główne epitopy (F-, G, iJ), niezbęd,ne do indu-
).,c,war-ila przeciwciał neutralizujących (2). }lpitopy te
o]recirie są na natywnym antygenie, lecz warunki,
jakim były pod"dawane .llzatlr ('ielrrp. iOOcC w oł]ec-
ności SDS araz działanie Tritcnu X-i00) niszczą je
(l5), Słaba_ reakcja z antygenem gp51 spowod,owana
mcgła byó destrukcją tych epi.topów, względnie wy-
nika,ć mogła z niskiego miana przeciwciał w suro-
wicy króiików imrrrunizowanych nie natywnl.m BLV,
Iecz jego ]iza,tem.

W dwóch badanych blotach (G, F) razem z biaŁ-
kiem 24 kD, któremu odpc.,viada po]ipeptyd rdzenia
wirusa (p24), o'oserwowano konrponentę o ciężarze
26-28 kD. Wed.ług Walkera i wsp. (28) spowodowa-
ne jest to akumulacją, w trakcie mrożenia w -70"C,
niegiikozydowanego fragmentu gp 51.

I{a ryc, 3 przedstawiono ocenę czułości nretody
wesiern lrlot. Analiza densytometryczna blotów wy-
kazała, że metodą tą można wykryć glikoproteid
gp 51 jeszcze w rozcieńczeniu Il32, co odpowiada
około 100 ng białka. Polipeptyd p 24 w5rkrywany był
w ilości około 1,1 ug. W przedstawionyrn sposobie
detekcji zastosowano system z tzw. drugim przeciw-
ciałem, tj. biotynolowane kozie IgG przeciw króli-
czym IgG i koniugat peroksydaza-streptavidyna. Po-

4§i

@- e"s-

F"yc.3 Ocena czułości metody łvestern b]ot na podstarvie
analizy białek antygenów BLV w rozcieńczonych tizatach,
Scieżki oC A G przedstav",iają kolejne rozcieńczenia

(1/1-1 i 6a) ]izatu komórek !-LK

Tab. 1. Wytliki ba.dań porór,vna-rłrczycl-i oznaczalria
przecirvciał i antygenórv BLr/ u 25 kró,v

wESTERN
BLoT

ELISlt]--

r,ó-wnując rózne systemy cletekcji Oberfe]d (17) wy-
kazał, że stosując ten system wykryć można około
5C ug }riał}<a i taki system jest czterokrotnie czul-
szy od sys'temu irez streptavidyny. Ta wysclka czu-
łość clcserl,vowana przez licznych bada,czy (1, 22) rvy-
ril]ła z 1aktu, że biotynolowane igG zawierają liczne
cząsteczki kowalency jnie związane j biotyny, która
mając silne po"wrno,vvactwo do streptavidyny (siała
reakcji K : 16-t;111 ') (10) połvoduje wysoką leten-
cję koniugatu peroksydazorvego na membranie i w
efekcre silny sygnał. Dodatkową zaleią stosowania
strepta_vidyny jest fakt, że w przeci.rrieństwie do
a,vidyny, koni.ugaty takie nie dają reakcji nieswois-
tvch (12).

lM tab. 1 przedstawicno wyniki badań poi:ównaw-
czych cznaczania antygenów BLV rv limfocytach
25 krów i obecrrcści i:rzeciwciał w surowicy krwr
tych zwierząt. Scisłą korelację międzv tynri para-
metrami stl,vierdzono u 16 zwterząt. Rezultaty nie-
zgcCne oJ:serwowano u 4 krów, u których obecność
przeciwciał nie korelowała z dodatnimi wynikami
metody western b]ot oraz u 2 z,wterząt, u których
mimo obecności białek wirusowych w limfocytach,
w surowicy krwi nie obserwowano przeciwcrał dla
PLY. Z diagnostycznego punktu widzenia ten ostat-
ni przypadek ma pewne znaczente. Wskazuje bo-
wiern, że łv staclach zakazonych BLV istnieje pe-
wien ocj,setek zwierząt (80/o), u których rniino fak-
tycznego stanu zakażenia, badanie metodami sero-
Iogicznymi jest nieskuteczne. Spowodowane jest to
wczesną tazą zakażenia, kiedy brak jest przeciwciał,
względnie ich miano jest niewykrywalne testem
trLISA. Według Kono i wsp. (13), dodatni wynik
testu syncytiainego z limfocytami eksperymentalnie
zakażonych cieląt obserwowany był 4-5 dnia po
zakazeniu, a swoiste przeciwciała wykrywane były
dopiero pacząwszy od 8-12 dnia.
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Stwierdzenie u 4 krów obecności swoistych prze-
ciwciał przy negatywnym wyniku w metodzie we-
stern blot wynikać rnoże z niewystarczającej czu-
łości tej metody, spowodowanej niewieIką Iiczbą
zainfekowanych limfocytów w krwi obwodowej.
Ccckerell i wsp. (5) podają, że u serologicznie do-
datnich, hematologicznie ujemnych krów jedynie
około 100/o limfocytów jest nosicielami prowiruso-
wego DNA, które są potencjalnie zdolne do ekspresji
białek wirusowych. W grupie 45 serologicznie dodat-
nich krów stwierdzili oni ekspresję antygenu gp 51
jedynie u 10 zwierząt. Hipotetycznie przyjąć można
pcgląd o istnieniu innych, niż limfocyty krwi ob-
wodowej, miejsc replikacji wirusa. Potwierdzają to
badania Murtaugha i wsp. (16), którzy pośród 1B se-
rologicznie dodatnich krów, u trzech nie wykazali
cząsteczek wirusa, ani też prowirusowego DNA w
limfocytach krwi obwodowej.

Przedstawione wyniki wskazują, ze metoda we-
stern bJ.ot, pomimo dość skomplikowanej procedury
i konieczności posiadania odpowiedniego wyposaże-
nia, jest swoistą i czułą metodą, pozwalającą na wy-
krywanie białek antygenowych wiru.sa BI-V w lim-
f ocytach zakażony dh zw iet ząt,
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Zmtang liczebności populacji lirnfocgtóu T u ouliec
i jagniąt nie imrnunizowanuch oTav, irnrnunizowanuch

przeciu inluazjL przauJrg Farafasciolopsis fasciolaernorpha
Instytut Parazytologii im. \Vitolda Stefańskiego PAN, U1. Pa9teuIa 3,0c-973 \VaISZau,a

§unrmary

Changes in the number of T lymphocytes in sheep
and lambs immunized as well as not immunized
against the invasion of the trernatode P. fascio-
laemorpha

The experirnent was carried out on sheep and
larnbs inoctrlated orally with 10 {}00 rnc F. fascio-
laemorpha. Some of the animals were given intra-
muscular injections of the somatic antigen from
adult flukes together with complete Freund's adju-
want against parasitic infection. Changes in the
percentage of T lymphocytes were exarnined,
A slight increase in the number of T lymphocytes
was observed in inf ected animals btrt stronger
reaction was found in lambs. In adult sheep the
average intensity of infection was 27.89'/o compared
with only 9.4lalo in lambs. Statistically significant
high levels of lyrnphocytes also occur,red in infected
animals after intramuscular imrnunization up to
the and of the prepatent phase of infection. This

increase took place rmore rapidly and was higher
in cornparison with nonirnmunized hosts. In irnrnu-
nized anirnals the average intensity was loweł:
7.330lo in sheep and 3.E5''/o in lamlrs"

Badania reakcji immunologicznych owiec zarażo-
nych eksperymentalnie Paraf asciolopsżs f asciolae-
morpha wykazały obecność przeciwciał precypitu-
jących i wiążącyclr d_opełniacz, głównie klasy IgG
i IgA (10) Po jednorazowym zarażentu zwlerząt
wyższe miana immunoglobulin obserwowano w pa-
tentnej fazie inwazji (9). Badariia reakcji immuno-
logicznych zwierząt zarażonycll, Fascżolq, heputźca
wykazują dominującą rolę reakcji humoralnych (6).
Uzyskiwanie odporności na inrvazje drogą przeszcze-
piania komórek ad zwietząt zarażonych jest potwier-
dzeniem obecności reakcji typu komórkowego. Wy-
nik taki uzyskano u szczurów, orviec i bydła (12,
16). Wykazano ponadto, że komórki przeszczepiane
od dawców zarażonych wysoką dawką metacerkarii


