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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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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
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w limfocytach krwi obwodowej zakazonych kréow.
Jedna z konsekwencji zakazenia wirusem BLV jest
obecnos¢ w limfocytach czasteczek wirusa lub swois-
tych biatek antygenowych (3). Ich oznaczanie ma
mniejsza wartes¢ diagnostyczng niz wykrywanie
swoistych przeciwcial metoda immunodyfuzji i
ELISA. Postepowanie takie jest jednak przydatne
w pierwszym okresie po zakazeniu oraz przy laten-
tnym zakazeniu, co zwigzane jest z brakiem odpo-
wiedzi humoralnej.

Materiatlt i metody

Preparatyka limfocytow. Do izolacji limfocytow
krew pobierano z zyly jarzmowej] w iloSci 10 ml z dodat-
kiem wersenianu. Krew, rozcieniczong 1:1 PBS bez jondéw
Ca*tt i Mg*t, nawarstwiano réwng objetoscig na Lympho-
prep (Nyegaard, Oslo) i wirowano 30 min., przy 2500 obr/
.min. Nastepnie zbierano warstwe limfocytéw i plukano je
dwa razy w podiozu hodowlanym RPMI 1640 (Gibco), Krew
do badan pobrano od 25 kréw ze stada, w ktérym stwier-
dzono wysoki procent zwierzgt serologicznie dodatnich i od
5 krow ze stada, w ktorym od kilku lat nie stwierdzono
zwierzat z wynikami dodatnimi.

Hodowla lIimfocytdéw. Uzyskane komorki w kon-
centracji 2 X 108/ml zawieszano w 10 ml podloza RPMI
z 20% surowicy cielecej plodowej, 100 j/ml penicyliny,
100 ug/ml streptomycyny 1 mitogenami: PHA 10 ul/ml
i PWM 10 ul/ml podloza. Komdrki hodowano w butelkach
plastikowych (Falcon) przez 48 godz. w 37°C.

Preparatyka lizatéw limfocytow. Komorki,
w liczbie okolo 107, zbierano z hodowli i plukano 2 razy
w buforze (10 mM Tris—HCI pH 7,2 0,9 NaCl) i zawie-
szano w 1 ml takiego bufcru uzupelnionego 0,05%¢ Tritonu
X-100 i 2 mM PMSF (fluorek fenylometylosulfonowy), a na-
stepnie inkubowano 20 min. w lazni wodnej. Potem wiro-
wano przy 30600 obr/min. i 5000 obr/min. przez 10 min.
zbierano supernatant i przechowywano w —70°C. Podob-
nie postepowano z lizatami z komoérek linii cigglej FLK,
permanentnie zakazonej wirusem BLV, uzytej jako kon-
trola dodatnia reakcji.

Elektroforeza na zelu poliakrylamido-
wym 1 blot. Otrzymane supernatanty rozcienczano 1:1
2 X stezonym buforem (125 mM Tris — HCl pH 6,8, 16%
2-merkaptoetanol, 4% SDS, 20% glicerol, 0,002%0 blekit
bromofenolowy) i ogrzewano 3 min. w 100°C. 15 ul prébki
supernatantéw rozdzielano elektroforetycznie na zelu po-
liakrylamidowym przy uzyciu SE 280 Small Slab TUnit
(Hoefer), najpierw na 3% zelu koncentrujacym przy 15 mA,
a nastepnie na 10% zelu migracyjnym przy 20 mA w bu-
forze (20 mM Tris, 152 mM glicyny, 0,1% SDS) o pH 8,5.
W podobny sposdb rozdzielano marker ciezaru czgsteczko-
wego bedgcy mieszaning: albuminy bydlecej 66 kD, oval-
buminy 45 kD, pepsynogenu 34 kD i trypsynogenu 24 kD.
Rozdzielone biatka byly nastepnie przenoszone na nitro-
celuloze (Hybond-C, Ameraham) przy uzyciu Mighty Small
Transfor Unit (Hoefer) przy 60V przez 1,5 godz. w buforze
(20 mM Tris, 152 mM glicyny, 20%¢ metanolu) o pH 8,5.

Immunoenzymatyczne wykrywanie biatek,
Ryc. 1 przedstawia schemat postepowania przy immuno-
enzymatycznym wykrywaniu biatek. Po wysuszeniu nitro-
celuloze cieto na paski i inkubowano kolejno z: A. 10%
roztworem surowicy konskiej w buforze TBS (20 mM Tris,
0,5 M NaCl) o pH 7,5, 2 razy po 20 min., B. surowicg kré-
licza zawierajgca przeciwciala swoiste dla BLV, rozcien-
czong 1/25 przez 1,5 godz., C. kozimi IgG przeciw kroli-
czym IgG, znakowanymi biotyng (Sigma), w rozciehczeniu
1/10 000 przez 1 godz., D. koniugatem peroksydaza-strepta-
vidyna {(Amersham) w rozcienczeniu 1/300 przez 1 godz.,
E. roztworem substratu — 0,5 mg/ml dwuaminobenzydyny
(DAB) (Sigma) w 10 mM Tris pH 7,5 z 0,2 ml 1% roztworu
H;0; i inkubowano 10—15 min, w ciemni. Po okolo 1—2
godz. paski plukano w TBS z surowica konska. Kazda
inkubacja poprzedzona byla trzema plukaniami po 5 min.
w buforze TBS z 0,05% Tweenu 20. Swoista dla BLV
antysurowice otrzymano uodporniajgc kroliki lizatem kor-
puskularnego wirusa BLV, otrzymanego wg metody poda-
nej przez Steca i wsp. (25).

Ocena czulos$ci metody western blot. Liza-
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kozia 1gG /kréliczej IgG/Biotyna
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Peroksydaza /Streptovidyna

Reakcia barwna SUBSTRAT

Ryc. 1. Schemat postepowania przy immunoenzymatycznym
wykrywaniu bialek antygenowych wirusa BLV

ty z komodrek FLK rozcienczano od 1/2 do 1/64, oznacza-
jac stezenie biatka metodg spektrofotometryczng. Rozcizn-
czone lizaty poddano procedurze opisanej wyzej. Intensyw-
no$¢ zabarwienia prazkéw analizowano densytometrem
TLD 100 (Vitatron) przy 365 nm. Zawartos¢ biatka we
frakcjach o okre$lonym ciezarze czasteczkowym oznaczano
analizujgc poszczegdlne densytogramy.

Oznaczanie swoistych przeciwcial Swoiste
przeciwciala w surowicy krwi oznaczano metoda immu-
noenzymatyczng ELISA wykorzystujac zestaw diagnostycz-
ny SERELIFFA firmy Rhoéne-Merieux, zgodnie z =zalece-
niami producenta.

Wyniki i omdédwienie

W omawianej pracy przedstawiono zastosowanie
metody western blot do wykrywania antygenéw wi-
rusa BLV w lizatach hodowanych in vitro limfo-
cytow, izolewanych cd zakazonych zwierzat. Ko-
niecznes¢ hedowli limfoeytéow stymulowanych mito-
genami wynika z faktu, Ze in vivo w limfocytach
transkrypcja bialek wirusowych jest blokowana
przez czynnik o nieznanym charakterze (11) i BLV
pozostaje w stanie latencji, a zabiegi te majg na ce-
lu ocdblockawcnie transkrypcji bialek wirusowych
(8). Jakkelwiek komorkami docelowymi dia BLV sg
limfecyty B (20), to w badaniach uzyto mitogenéow
stymulujgeych obydwie subpepulacje T i B, co spo-
wodowane jest faktem, ze dla pelej ekspresji BLV
potrzebne sg limfokiny produkowane przez limfocy-
ty T (7).

Na ryec. 2 zestawiono bloty zawierajgce rozne liza-
ty. Analiza ich wykazala, ze biatka wirusowe reagu-
jace dedatnio z surowicg anty-BLV majg ciezar oko-
o 7— 72 kD, 51 kD, 35 kD i 24 kD. Biatek tych nie
wykrywane, gdy badano lizaty otrzymane z limfo-
cytow nie zakazonych zwierzgt (blot I). Nie obserwo-
wano rowniez dodatnich reakeji stosujgc, jako pierw-
sze przeciwcialo, normalng surowice kréliczg (blot
B).

W lizatach z leukocytéw zakazonych zwierzat



Medycyna Wet. 49 (10) 1993

473

kb

of
i3

0

&

]
e

Ryc. 2. Analiza bialek antygenowych wirusa BLV w r6z-

nych lizatach, Sciezka A — lizat wirusa BLV. B i C —

lizat komorek FLK, D — H — lizaty limocytow krow zaka-
zonych, I — lizat limfccytow krow nie zakazonych

(blet D-H) i lizatach
anty-BLV szczegdlnie

komorek FLK (C) surowica
silnie reagowala z bialtkiem
o ciezarze 12—'1) kD. W badaniach nad biogenezg
bialek BLY, Mamoun i wsp. (14) cbserwowali po-
dechng reakeje, za ktorg odpowiedzialny byl prokur-
ser dla gp 81 gp 35, hiatko o ciezarze 72 kD. Jego
ohecncée w zakazonych komérkach jest wynikiem
transiacji wirusewego mRNA o stalej sedymentacji
35 s, bedacego produktem transkrypcii gendow gag-
-pel prowirusewege DNA (9). Potwierdzeniem tego
meze by¢ fakt, Ze najsilniejsza reakcja z biatkiem
72 kD chserwowana byla w lizatach komérek FLK
1 lizatach limfecytéw krowy z postacig guzowatg
bialaczki (D). W komdrkach tych wystepuje inten-
sywna synteza biaiek wirusowych. Natomiast bar-
dzo stabg reakcje obserwowano w lizacie z korpusku-
larnego wirusa (4).

We wszystkich analizowanych bletach reakceja
z biatkiem o ciezarze 24 kD i 35 kD byla o wiele
silniejsza niz z biatkiem 51 kD. Jest to glikoproteid
otcezki wirusa (gpbl), zawierajgcy sposrdd osmiu,
trzy giéwne epitopy (¥, G, H), niezkedne do indu.
kowania przeciwceial neutralizujgeych (2). Epitopy te
obecnie sg na natywnym antygenie, lecz warunki,
Jakim byly pcddawane lizaty (temp. 100°C w obec-
ncsci SDS craz dzialanie Tritonu X-100) niszcza je
(15). Slaba reakcja z antygenem gp5l spowodowana
mogla by¢ destrukejg tych epitopsw, wzglednie wy-
nika¢ mogia z niskiego miana przeciwcial w suro-
wicy krolikow immunizowanych nie natywnym BLYV,
lecz jego lizatem.

W dwéch badanych blotach (G, F) razem z hial-
kiem 24 kD, ktéremu odpowiada polipeptyd rdzenia
wirusa (p24), obserwowano komponente o ciezarze
26—28 kD. Wediug Walkera i wsp. (28) spowcdowa-
ne jest to akumulacja, w trakcie mrozenia w —70°C,
nieglikczydowanego fragmentu gp 51.

Na ryc. 3 przedstawionc ocene czuloseli metody
western blot. Analiza densytometryczna blotéow wy-
kazala, ze metedg ta moina wykryé glikoproteid
gp 51 jeszcze w rozcienczeniu 1/32, co odpowiada
okelo 100 ng bialka. Polipeptyd p 24 wykrywany byt
w ileei okolo 1,1 ug. W przedstawionym sposobie
detekeji zastosowano system z tzw. drugim przeciw-
ciatem, tj. biotynolowane kozie IgG przeciw kroli-
czym IgG i koniugat peroksydaza-streptavidyna. Po-

Ryc. 3. Ocena czulodei metody western blot na podstawie

analizy biatek antygendéw BLV w rozcienczonych lizatach.

Sciezki od A — G przedstawiaja kolejne rozeienczenia
(1/1—1/64) lizatu komoérek FLK

Tab. 1. Wyniki badan poréwnaweczych oznaczania
przeciwcial i antygenéow BLV u 25 krow

ELISA
.{_ _
CSTE
WESTERN THRE e
BLOT 4 3 7
20 5 25

réwnujac rdine systemy detekeji Oberfeld (17) wy-
kazal, ze stosujge ten system wykry¢ mozna ckolo
50 ug biatka 1 taki system jest czterokrotnie czul-
szy od systemu bez streptavidyny. Ta wysoka czu-
toé¢ gbserwowana przez licznych badaczy (1, 22) wy-
nika z faktu, ze biotynolowane IgG zawierajg liczne
czgsteczki kowalencyjnle zwigzanej biotyny, ktiéra
majac silne powinowactwo do streptavidyny (stala
reakeji K = 107"M™) (10) powoduje wysoka reten-
cje koniugatu percksydazowego na membranie i w
efekcie silny sygnal. Dodatkowa zaletg stosowania
streptavidyny jest fakt, Ze w przeciwienstwie do
avidyny, koniugaty takie nie dajg reakcji nieswois-
tych (12).

W tab. 1 przedstawiono wyniki badan poréwnaw-
czych cznaczania antygenow BLV w limfocytach
25 kréw 1 cbecnescl przeciwcelal w surewicy krwi
tych zwierzat. Scistg korelacje miedzy tymi para-
metrami stwierdzeno u 16 zwierzat. Rezultaty nie-
zgedne obserwowano u 4 krow, u ktérych cbecnose
przeciwcial nie korelowala z dodatnimi wynikami
metody western blot oraz u 2 zwierzat, u ktorych
mimo cbecnosci biatek wirusowych w limfocytach,
w surcwicy krwi nie obserwowano przeciwciat dla
BLV. Z diagnostycznego punktu widzenia ten ostat-
ni przypadek ma pewne znaczenie. Wskazuje bo-
wiem, ze w stadach zakazonych BLV istnieje pe-
wien odsetek zwierzat (8%0), u ktérych mimo fak-
tycznego stanu zakazenia, badanie metodami sero-
legicznymi jest nieskuteczne. Spowodowane jest to
wezesng fazg zakazenia, kiedy brak jest przeciwcial,
wzglednie ich miano jest niewykrywalne testem
ELISA. Wedlug Kono i wsp. (13), dodatni wynik
testu syncytialnego z limfocytami eksperymentalnie
zakazonych cielgt obserwowany byt 4—5 dnia po
zakazeniu, a swoiste przeciwciata wykrywane byly
dopierc poczgwszy od 8—12 dnia.
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Stwierdzenie u 4 kréw obecnosci swoistych prze-
ciwcial przy negatywnym wyniku w metodzie we-
stern blot wynika¢ moze z niewystarczajacej czu-
losci tej metody, spowodowanej niewielkg liczbg
zainfekowanych limfocytow w krwi obwodowej.
Ccckerell i wsp. (5) podaja, ze u serologicznie do-
datnich, hematologicznie ujemnych krow jedynie
okcto 10%0 limfocytow jest nosicielami prowiruso-
wego DNA, ktore sg potencjalnie zdolne do ekspresji
biatek wirusowych. W grupie 45 serologicznie dodat-
nich krow stwierdzili oni ekspresje antygenu gp 51
jedynie u 10 zwierzat. Hipotetycznie przyja¢ mozna
peglad o istnieniu innych, niz limfocyty krwi ob-
wodowe]j, miejsc replikacji wirusa. Potwierdzaja to
badania Murtaugha 1 wsp. (16), ktorzy poéréd 18 se-
rolegicznie dodatnich kréw, u trzech nie wykazali
czgsteczek wirusa, ani tez prowirusowego DNA w
limfocytach krwi obwodowej.

Przedstawicne wyniki wskazujg, ze metoda we-
stern blot, pomimo do$¢ skomplikowanej procedury
i keoniecznoscei posiadania odpowiedniego wyposaze-
nia, jest swoistg i czulg meteds, pozwalajacg na wy-
krywanie biatek antygenowych wirusa BLV w lim-
focytach zakazonych zwierzat.
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Zmiany liczebnoéci populacji limfocytéw T u owiec
i jagniat nie immunizowanych oraz immunizowanych
przeciw inwazji przywry Parafasciolopsis fasciolaemorpha
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Summary

Changes in the number of T lymphocytes in sheep
and lambs immunized as well as neot immunized
against the invasion of the trematode P. fascio-
laemorpha

The experiment was carried out on sheep and
lambs inoculated orally with 10 §60 mc P. 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 examined.
A slight increase in the number of T lymphocytes
was observed in infected animals but stronger
reaction was found in lambs. In adult sheep the
average intensity of infection was 27.89%/» compared
with only 9.41%/p in lambs. Statistically significant
high levels of lymphocytes alse occurred in infected
animals after intramuscular immunization up to
the and of the prepatent phase of infection. This

increase took place more rapidly and was higher
in comparison with nonimmunized hgsts. In immu-
nized animals the average intensity was lower:
7.33%/0 in sheep and 3.85%/s in lambs,

Badania reakeji immunoclogicznych owiec zarazo-
nych eksperymentalnie Parafasciolopsis fasciolae-
morpha wykazaly obecnos¢ przeciwcial precypitu-
jacych 1 wigzacych dopelniacz, gltownie klasy IgG
i IgA (10). Po jednorazowym =zarazeniu zwierzat
wyzsze miana immunoglobulin obserwowano w pa-
tentnej fazie inwazji (9). Badania ceakecji immuno-
Jogicznych zwierzat zarazonych Fasciola hepatica
wykazuja doeminujaca role reakcji humoralnych (6).
Uzyskiwanie odpornosci na inwazje droga przeszcze-
piania komoérek cd zwierzat zarazonych jest potwier-
dzeniem obecnosci reakeji typu komérkowego. Wy-
nik taki uzyskano u szczurow, owiec i bydia (12,
16). Wykazano ponadto, ze komorki przeszczepiane
od dawcéw zarazonych wysoksg dawka metacerkarii



