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Kaszubkiewicz Cz,, Madej J. A. — Cerebral meningi-
tis and encephalitis in foxes due to salmonellosis.

In 50 foxes with the symptoms of disturbances of
the central nervous system there was found post

mortem the infection due to S. dublin and S. enteri--

tidis, and in the rest 50% caused by S. dublin only.

At mnecropsy there was noticed the inflammation of
the cerebral chambers, especially lateral ventricles.
Histological examinations revealed infiltrations of hi-
stiocytes, and in the smaller amounts neutral granu-
locytes in the cerebral tissue and the pia mater. There
was found mno injures of the cerebral neurons.
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Poréwnanie aktywnosci immunogennej
unieczynnionych formolem toksyny
i zawiesiny laseczek Cl. botulinum C

7 Osrodka Naukowo-Badawczego Sluzby Weterynaryjnej

Stosowane w szeregu krajach szczepionki
przeciw botulizmowi dla zwierzat, tzw. anakul-
tury stanowig cate hodowle bulionowe toksy-
nogennych szczepdw Cl. botulinum C, a nie-
kiedy i D, unieczynnione formolem i adsorbo-
wane na wodorotlenku glinu (2—5, 9—12, 15,
18—20, 22—27, 29, 32, 34, 35). Rowniez w Pol-
sce produkuje sie taka szczepionke przeciw bo-
tulizmowi dla zwierzat futerkowych (36).

Tymczasem w RFN firma Behringa produ-
kuje szczepionke przeciwko botulizmowi norek
w postaci tzw. anatoksyny, tj. pozbawionego
bakterii ptynu z hodowli Cl. botulinum C, unie-
czynnionego formolem i adsorbowanego na wo-
dorotlenku glinu. Autorzy amerykanscy (7, 8),
a nastepnie radzieccy (17) opisali metody otrzy-
mywania oczyszczonej anatoksyny przeciw bo-
tulizmowi m. in. typu C pozbawionej zaréwno
komérek bakteryjnych i ich resztek struktural-
nych, jak i substancji ptynnych pozabialtko-
wych.

Dotychczas nie wiadomo jest, w jakim stop-
niu unieczynnione formolem laseczki Cl. botu-
linum obecne w anakulturach wzmacniajg ak-
tywnosé immunogenna anatoksyny. Przebada-
nie tego zagadnienia powinno wyjasni¢ przydat-
noéé¢ stosowania w swoistej profilaktyce botu-
lizmu anakultur lub tez samych anatoksyn.

Celem badan wtasnych bylo poréwnanie ak-
tywno$ci immunogennej unieczynnionych for-
molem toksyny i zawiesiny laseczek CI. botuli-
num C,

Materiat i metody

Do badan uzyto:

1. Anatoksyne otrzymana przez detoksykacje 0,5%
roztworem formaliny rozpuszczonego w plynie fizjolo-
gicznym liofilizatu oczyszezonej toksyny botulinowej
C (6). Miano toksyny przed detoksykacja wynosito
104 DLM/m]l.

2. Trzykrotnie odwirowang 1 przeplukang plynem
fizjologicznym zawiesine masy bakteryjnej z 48 godz.
hodowli Cl. botulinum C Nerz na pozywce Wrzoska
o mianie 104 DLM,ml. Masa bakteryjna bezposrednio
po ostatnim plukaniu byla traktowana 0,5% roztwo-
rem formaliny.
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3. Surowice wzorcowsg przeciwbotulinowg typu C
zawierajgca 46 JA/ml produkcji Panstwowego Kon-
trolnego Instytutu Preparatéw Medyczno-Biologicz-
nych w Moskwie.

4, Kroéliki mieszance ok. 3 kg pochodzace z hodowli
wlasnej.

5. Myszki biale wagi ok. 20 g pochodzace z tej sa-
mej hodowli.

Zaréwno anatoksyne, jak i1 zawiesine masy bakte-
ryjnej z dodatkiem formaliny przetrzymywano przez
14 dni w temp. 37°, po czym oznaczono w nich azot
metodg Kiejdahla i doprowadzono przez odpowiednie
rozcieficzenie do ekwiwalentnych iloSci 40 mg N/ml
Uzyskane w ten sposéb antygeny adsorbowano na 25%
roztworze wodorotlenku glinu (36).

Kazdym antygenem w dawkach po 0,1 ml na kg
wagi ciala szczepiono po 8 Kkrélikéw codziennie przez
3 kolejne dni. Serie szczepien powtarzano 2 razy
podskoérnie i 1 raz dozylnie w odstepach 9-dniowych.
Po uplywie 7 dni od zakonczenia ostatniej serii szcze-
pier uodpornione zwierzeta skrwawiano i uzyskang su-
rowice poddawano  badaniom immunologicznym
okreslajac wielko$é frakeji gamma-globulinowych,
miano antytoksyn i aglutynin oraz ilo§¢ precypityn.

Frakcje gamma-globulinowg mierzono przy pomo-
cy elektroforezy bibutowej (33) i odczytywano w den-
sitometrze ERI-65 firmy Zeiss.

Poziom antytoksyn okreslano metodg swoistej neu-
tralizacji na myszkach bialych i poréwnywano ze
standardowsg surowicg antybotulinowg C zawierajgca
46 JA/ml (28). Do proby seroneutralizacji uzyto tok-
syny zawierajacej wyjSciowo 104 DLM dla myszek
bialych.

Miano aglutynin w surowicach okre§lano metodg
probéwkowsg. Jako antygenu uzyto 24-godz. hodowli
bakteryjnej na podlozu Wrzoska, odwirowanej, prze-
plukanej 2-krotnie plynem fizjologicznym i zawie-
szonej w 0,5% roztworze formaliny do gesto$ci 8 pro-
béwki w skali Mec Farlanda. Jako graniczne miano
aglutynacyjne przyjeto takie jej rozcieiczenie, ktére
powodowalo aglutynacje oznaczong na -+ .

Precypityny okreS§lano w zelu agarowym wg metody
Quchterlony’ego (1) stosujac jako antygen frakcje
neurotoksyczng Cl. botulinum C Nerz pozbawiona
hemaglutynin (16). Optymalne stezenia reagentéw
oraz wzajemne odleglo$ci basenikéw dobrano w serii
wstepnych  doSwiadczen. Odczyn przetrzymywano
przez kilka dni, az do wyraZnego uksztattowania sie
linii precypitacyjnych.

Wyniki i omdédwienie

Oznaczenie elektroforetyczne frakeji gamma-
-globulinowej surowic 6 wybranych dowolnie
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krolikéw immunizowanych badanymi antyge-
nami przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Poziom gamma-globulin w surowicach wybra-
nych dowolnie 6 krohkéw
| Poziom gamma- ‘
Rores Nr o | globulin w % | ?ererczjr;
surowicy kro6lika | przed po | o
immuni- | immuni- | e
' zacjg | zacji L]
Antykomoérko- é ! ig l gg 5
wa 3 | 15 | 26
[ 1 15 ‘ 23
Antytoksyczna 2 17 | 17 26
3 15 ‘ 19

Przedstawione wartosci $rednie wskazujg na
wzrost frakeji gamma-globulinowej w kréliczej
surowicy antykomoérkowej i antytoksycznej w
poréwnaniu z poziomem przed immunizacjg.
Wzrost poziomu frakecji gamma-globulinowej
Po immunizacji w surowicach antykomérko-
wych byl wyzszy i wynidst srednio 75%, nato-
miast w surowicach antytoksycznych 26%.

Oznaczenia miana antytoksycznego w mie-
szaninach surowic antykomoérkowych i anty-
toksycznych przedstawia tab. 2.

Tab. 2. Miano antytoksyczne w mieszaninie surowic
antykomérkowych i antytoksycznych w porbéwnaniu
Z SUrowicg wzorcowg

Ilo4¢ jednostek

SHEGHHES antytoksycznych w 1 ml
Antykomoérkowa 45
Antytoksyczna 0,46
Wzorcowa 46

Z tab. 2 wynika, ze surowica antykomoérko-
wa zawierala takg samg iloéé jednostek anty-
toksycznych w 1 ml, jak i surowica wzorcowa,
a surowica antytoksyczna 100 razy mniej.

Odczyn immunodyfuzji w zelu agarowym obrazuje
ryc. 1.

Ryc. 1. Odezyn immunodyfuzji surowicy antykomor-
kowej (SAK), antytoksycznej (SAT) i normalnej (SN)
z neurotoksyng Cl. botulinum C (N).

Fot. J, Pucewicz
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Przedstawiony obraz zawiera trzy uklady. W ukla-
dzie surowica  antykomérkowa — neurotoksyna

(SAK-N) stwierdzono trzy wyraZznie i 2 slabiej za-
znaczone skupiska linii precypitacyjnych. Linie pow-

. stale najblizej basenika z neurotoksyng mialy bar-

dziej zatarte kontury, byly natomiast najszersze i
intensywniej opalizujgce. Skupisko linii najbardzi=j
zewnetrznych wykazywato stabszg opalescencje.

W ukladzie surowica antytoksyczna — neurotoksy-
na (SAT-N) stwierdzono 2 skupiska linii precypita-
cyjnych stabo zaznaczonych, z ktérych skupisko przy-
§rodkowe bylo bardziej ostre i intensywniej opalizu-
jace.

W ukladzie kontrolnym surowica normalna —
neurotoksyng (SN-N) wytworzyly sie jedynie §$lady
linii precypitacyjnych.

Oznaczenie mian aglutynacyjnych we wszystkich
badanych surowicach przedstawia tab. 3.

Tab. 3. Miana aglutynacyjne w surowicach kroélikéw
immunizowanych unieczynnionymi formolem, toksyng
i zawiesing laseczek Cl. botulinum

Srednie miana
aglutynacyjne
surowic

Kroh | Miana agluty-
ki nacyjne
j surowic

Surowica

:800
1800
1400
1800
11600
1800
1800
1400

Antykomoér-

kowa 1:800

-1k Wk |
[

1400
1400
1400
:800
1200
:100
1400
1400

Antytoksyczna 1:387

DTN W
e e e e

7Z przedstawionych danych w tab. 3 wynika, ze
miano aglutynacyjne surowic antykomorkowych bylo
ponad 2-krotnie wyZzsze, niz miano surowic antytok-
sycznych.

Z przeprowadzonych doswiadczen wynika, ze wpro-
wadzenie do organizmu kroélika antygenu komorko-
wego powoduje powstanie znacznie wyzszego miana
aglutynin i precynityn, frakcji gamma-globulinowej
oraz wiekszej odpornosci swoistej antytoksycznej, niz
wprowadzenie tg sama droga takiej samej iloci an-
tygenu toksycznego.

Uzyskane wyniki badaid stanowig  interesujacy
przyczynek do lepszego poznania immunogenezy i im-
munologii, a posrednio nawet etiologii i patogenezy
botulizmu. Od lat toczy sie dyskusja na temat roli,
jaka w etiologii botulizmu odgrywajg toksyna botuli-
nowa 1 laseczka Cl. botulinum (20). Nowsze prace nad
immunochemig toksyny botulinowej z jednej strony,
(13, 14) a patogeneza botulizmu z drugiej (37) jedno-
znacznie wskazuja na toksyne, jako czynnik etiolo-
giczny.

W takim ujeciu drobnoustroj Cl. botulinum jest
rozpatrywany wylacznie jako producent i nosnik
okreslonej ilosci toksyny. Tymczasem uzyskane wyni-
ki wskazuja, ze drobnoustroje podane w eskwiwa-
lentnym stosunku biatkowym majg przewage immu-
nogenng nad toksyna botulinowa.

Mozna przeprowadzi¢ rézne
tych wynikéw.

Laseczka Cl. botlulinum jest bardziej aktyw-
nym Iimmunogenem dzieki obecnosci, précz

interpretacje
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neurotoksyn, innych cial wywotujgcych w im-
munizowanym organiZmie wiekszg odpornosé
antytoksyczna, niz sama antytoksyna.

Plazma komérki Cl. botulinum moze wyka-
zywa¢ wiekszg aktywno$é toksyczna w przeli-
czeniu na ekwiwalent biatka, niz toksyna po-
zakomoérkowa (21).

Zawiesina komoérek podana jako szczepionka
ulega bardziej powolnej sorpcji przez orga-
nizm, co powoduje powstanie dlugotrwatego
stanu immunogenezy.

Stuszno$¢ wymienionych préb interpretacji
wymaga weryfikacji doswiadczalnej. Z punktu
widzenia praktycznego, dotychczas uzyskane
wyniki wskazujg na celowo$¢ produkowania
szczepionki przeciw botulizmowi zwierzgt z ca-
tych hodowli ptynnych Cl. botulinum.

Wnioski

1. Procentowy poziom frakcji gamma-glo-
bulinowej jest wyzszy w surowicy antykomor-
kowej, niz w surowicy antytoksycznej.

2. Surowica antykomoérkowa zawiera 100 ra-
zy wiecej jednostek antytoksycznych w 1 ml,
niz surowica antytoksyczna.

3. Linie precypitacji dyfuzyjnej w ukladzie
surowica antykomoérkowa — neurotoksyna sg
wyrazniejsze, niz w ukladzie surowica antytok-
syczna — neurotoksyna.

4. Miano aglutynacji probéwkowej surowicy
antykomoérkowej jest wyzsze, niz surowicy an-
tytoksycznej.
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Mesxeescknu E., Crouek A., Juc T. — CpaBHeHme MM-
MYHOTeHHO} AKTHMBHOCTHM MHAKTHBUDOBAHBEIX dopmanb-
ZermpaM ToxcuHa M cycenensuu Gamunro Cl botulinum
C.
B CHLIBOPOTKE MMMYHM3MPOBAHHBIX KPOJMKOB CIIpe-
TelANM YPOBeHb ramMMaryobylImMHOBOM parumy aHTHU-
TOKCHMYECKMII TUTP ¥ YPOBEHDL NPEelMIIMTVUHOB 1 arTJlio-
THMHMHOB, IloJy4eHHbIE Pe3yJbTarbl YKAasbIBAlOT, HTO
JVIMMYHOTeHHAad AKTMBHOCTEL WHAKTMBMPOBAHHLIX Op-
MaJbJeruaaM 0alMiiaoB ABJAeTcsa 0ojee BBICOKOW |eM
COOTBETCTBEHHOIO0 aHATOKCUHA.

Mierzejewski J., Skoczek A., Lis T. — The compari-
son of immunogenic activity of formol inactivated
toxine and suspension of Clostridium botulinum C.

There was compared immunogenic activity of for-
mol inactivated toxine and suspension of Cl. botuli-
num C, on the basis of the determination of the level
of gamma-globulin fraction, antitoxine titer and the
level of precipitin and aglutinin in sera of immuni-
zed rabbits. The obtained results shoved to the higher
immunogenic activity of formol inactivated suspension
of Cl botulinum.
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ROBERTS T. A.,, COLLINGS D. F.: Enzootia botu-
lizmu typ C u brojleréw. (An ouibreak of type
C-botulism in broiler chickens), Avian Dis. 17, 650—
658, 1973 (3).

U siedmiotygodniowych brojleréw rozpoznano bo-
tulizm wywolany toksyna ifypu C. Rozpoznanie cho-
roby oparto o badanie biologiczne na myszach z uzy-
ciem jednowainych i wielowaznych surowic dla ty-
p6w A—E Clostridium botulinum. Typ C Cl botuli-
num wyizolowano ze $ci6lki z pomieszezen, w kito-
rych hodowano brojlery. U kurezgt zakazonych do-
ustnie lub dozylnie czysta hodowla wyosobnionego
szezepu (0,5 ml = 10,000 MLD toksyny dla myszki)
nie wystapily objawy choroby. Objawy zatrucia uzy-
skano natomiast po doustnym podaniu badanym
zwierzetom tkanki mieéniowej brojleréw zakazonych
na drodze naturalnej. 1 gram =zakazonej tkanki za-
wieral 20,000 MLD toksyny dla myszek.

Z.

WATTS T. C., OLSON S. M., RHODES C. S.: Le-
czenie izoniazydem promienicy u bydla. (Treatment
of bovine actinomycosis with isoniazid). Can. Vet.
J. 14, 223—224, 1973 (9).

Promienica powoduje znaczne straty ekonomicz-
ne u bydia na terenach zachodnich prowincji Ka-
nady. W 19 przypadkach promienicy stosowano izo-
niazyd w dawce 5—10 mg/funt wagi ciala przez
dkres 28—31 dni. Lek podawano doustnie w kapsul-
kach zelatynowych. Stwierdzono, Ze izoniazyd ha-
mowat rozwodj zmian chorobowych. Jednakze jedy-
nie w nielicznych przypadkach dochodzito do cofa-
nia sie zmian. Objawy zatrucia objawiajace sie ut-
rata laknienia i depresja wystapily tylko u jednej
leczonej sztuki przy maksymalnej dawce leku. Po
leczeniu nie obserwowano nawrotow choroby.



