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Kaszu,bkiewicz Cz., Madej J. A. - Cerebral meningi-
tis antl encephalitis in foxes due to salmonellosis.

In 50 f,oxes with the sy,mptoms of distur,bances of
the central nervous system there was found post
mortem the infection due to s. dubiin and s, enteri--
tidis, and in the rest 500/o caused by S. dublin only.

At necropsy there was noticed the inflarnmation of
the cerebral charnbers, especially lateral ventric,les.
Histological examinations revealed infiltrations of hi-
stiocytes, and i,n the srrnałler amounts neutrał granu-
Iocytes in the cerebra] tissue and the pia mater. There
was found no injures ,of the cerebral ,neurons.

JERZY MIERZEJEWSKI, ANDRZEJ SKOCZEK, TADEUSZ LIS

Stosowane w szeregu krajach szczepionki
przeciw botulizmowi dla zwierząf,, Ł:zw. anakul-
iury ,stanowią całe hodowle bulionowe toksy-
nogennych szczepów Cl. botulinunl C, a nie-
kiedy i D, unieczynnione formolem i adsorbo-
.wane na wodorotlenku glinu (2-5, 9-12, 75,
tB-20,22-21,29,32,34, 35). Równiez w Pol-
sce produkuje się taką szczepionkę przeciw bo-
tulizmowi dla zwierząt futerkowych (36),

Tymczasem w RFN firma Behringa produ-
kuje szczepionkę przeciwko botulizmowi norek
w postaci tzw. anatoksyny, tj. pozbawionego
bakterii płynu z hodowli Cl. botulinurn C, unie-
czynnionego formolem i adsorbowanego na wo-
.dorotlenku glinu. Autorzy amerykańscy (7, 8),

ą następnie radzieccv (17) opisali metody otrzy-
rnywania oczy|szczolej anatoksyny przeciw bo-
tulizmowi m, in. typu C pozbawionej zarówno
komórek bakteryjnych i ich resztek struktural-
nych, jak i substancji płynnych pozabiałko-
WyCh.

Dotychczas nie wiadomo jest, w jakim sto,p-
niu unieczynnione formolem laseczki Cl. botu-
ltnum obecne w anakultuTach wzmacniają ak-
tywność immunogenną anatoksyny. Przebada-
nie tego zagadnienia powinno wyjaśnić przydat-
ność stosowania w swoistej profilaktyce botu-
lizmu anakultur lub też samych anatoksyn.

Celem badań własnych było porównanie ak-
tywnŃci immunogennej unieczynnionych for-
;rrolem toksyny i zawiesiny laseczek Cl. botulź-
num C.

Materiał i metody
Do badań użyto:
1. Anatoksynę otrzymaną przez Cetoksykację 0,50/o

loztworem formaliny rozpuszczonego w płynie fizjo1o-
gicznym liofilizatu oczyszczonej toksyny botulinowej
C (6). Miano toksyny przed detoksykacją wynosiło
10a DLM/m1,

2. Trzykrotnie odwirolvaną i przepłukaną płynem
tizjologicznym zawiesinę masy bakteryjnej z 48 godz.
hodorvli Cl. botulżnum C Nerz na pożyrvce -Wrzoska

o mianie 10a DLM,mI. Masa balrteryjna bezpośrednio
po ostatnim płukaniu była traktor,vana 0,5c/o rozt\ł,o-
rem formaliny.
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3. Surowicę wzorcową przeciwbotulino,wą typu C
zawierająca 46 JA,lml produkcji Państwowego Kon-
trolnego Instytutu Preparatów Medyczno-Biologicz-
nych w Moskwie.

4. Ikóliki mieszańce ok. 3 kg pochodzące z hodowli
własnej.

5 Myszki białe wagi ok. 20 g pochodzące z tej sa-
mej hodowli.

Zatówno anatoksynę, jak i zawiesinę masy bakte-
ryjnej z c].odatkiem formaliny przeffzymywano przez
14 dni w temp. 37o, po czym oznacŻono w nich azot
metodą Kiejdahla i doprowadzono ptzez odpowiednie
rozcieńczenie do ekwiwalentnych ilości 40 mg N/ml.
Uzyskane w ten sposób antygeny adsorbowano na 250ń
roztworze wodoł:otlenku glinu (36).

I(ażdym antygenem w dawkach po 0,1 ml na kg
wagi ciała szczepiono po B królików codziennie przez
3 kolejne dni. Serie szczepień powtarzano 2 razy
podskórnie i l raz dożylnie w odstępach 9-dniowych.
Po upłylvie 7 dni od zakończenia ostatniej serii szcze-
pień uodpornione zwierzęta skrwawiano i uzyskaną su-
rowicę poddawano badaniom immunologicznym
określając wielkość frakcji gamma-globulinowych,
miano antytoksyn i aglutynin oraz ilość precypityn.

Frakcję gamma-globulinową mierzono przy pomo-
cy elektroforezy bibułowej (33) i odczytywano w den-
sitometrze ERI-65 firmy Zeiss.

Poziom antytoksyn okreśIano metodą swoistej neu-
tralizacji na myszkach białych i porównywano ze
standardową surorł,icą antybotulinową C zawierającą
46 JA/ml (28). Do próby seroneutralizacji użyto tok-
syny zawierającej wyjściowo 10ł DLM dla myszek
białych.

Miano aglutynin w surowicach okreslano metodą
probówkową, Jalto antygenu użyto Z4-godz. hodow i
bakteryjnej na podłożu Wrzoska, odwirowanej, prze-
płukarrej 2-krotnie płynem fizjologicznym i zawie-
szonej w 0,50/o roztworze formaliny do gęstości B pro-
bówki w skali Mc Farlanda, Jako graniczne miano
aglutynacyjne przyjęto takie jej rozcieńczenie, które
powodowało aglutyna,cję oznaczoną na **,

Precypityny ,określano w żelu agarowym wg metody
Ouchterlony'ego (1) stosując jako antygen frakcję
neurotoksyczną CL. botulżnum C Nerz pozbawioną
hemaglutynin (16). Optymalne stężenia .reagentów
oraz wza,iemne odległości baseników dobrano w serii
wstępnych doświadczeń, Odczyn przetrzymywano
przez kilka dni, aż do wyraźnego ukształtowania się
1inii prec5łpitacyjnych.

,Wyniki i omówienie

Oznaczenie elektroforetyczne frakcji gamma-
-globulinowei surowic 6 wybranych dowolnie

Porównonie oktywności immunogennei

unieczynnionych formolem toksyny

i zowiesiny loseczek Cl. botulinum C
Z ośrodka Naukowo-Badawczego służby WeterynaTyjnej



Nn 10 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXX

nych dowolnie 6 królików

a |. nrzed. l, po
,lnmunl- llmmun1-
l zacią | zacji

królików immunizowanych badanymi antyge-
nami przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Poziom gamma-globulin w surowicach wybra-

Rodzaj
surowicy

Antykomórko-
wa

Przedstawione wartŃci średnie wskazują na
wzrost frakcji gamma-globulinowej w króliczej
surowicy antykomórkowej i antytoksycznej,urz
porównaniu z pońomem przed immunizacją.
Wzrost poziomu frakcji gamma-globulinowej
po immunizacji w surowicach antykomórko-
wych był wyższy i wyniósł średnio 750/o, nato-
miast rv surowicach antytoksycznych 260lo,

Oznaczenia miana antytoksyczne9o w mie-
szaninach surowic antykomórkowych i anty-
toksyćzrrych przedstawia tab, 2.

Tab. 2. Miano antytoksyczne w mieszaninie surowic
antykomórko*"')r|"Sł,'r{f 

1';"'r".1'-:łwPorównaniu

Surowice I1ość jednostek
antytoksycznych w 1 ml

Antykomórkowa
Antytoksyczna
Wzorcowa

Z tab. 2 wynika, że surowica antykomórko-
wa zawierała taką samą ilość jednostek anty-
toksycznych w 1 ml, jak i surowica wzorcowa,
a surowica antytoksyczrra 100 razy mniej.

Odczyn immunodyfuzji w żelu agarowym oł:razuje
ryc. 1.

Ryc. 1. Odczyn immunodyfuzji sułowicy antykomór-
kowej (SAK), antytoksycznej (SAT) i normalnej (SN)
z neurotoksyną Cl. botulinum C (N). 

Fot. J. pLtcęuicz

Przedstawiony obraz zawiera trzy układ),. W ukła-
dzie surowica antykomórkowa neurotoksyna
(S"ĄK-N) stwierdzono trzy wyraźnie i 2 słabiej za-
znaczorLe skupiska linii precypitacyjnych. Linie pow-

. stałe najbliżej basenika z neurotoksyną miały bar-
dziej zatatte kontury, były natomiast najszersze i
intensywniej opalizujące. Skupisko linii najbardzilj
zewnętrznych wykazywało słabszą opaIescencję.

W układzie surowica antytoksyczna - neurotoksy-
na (SAT-N) stlvierdzono 2 skupiska linii precypita-
cyjnych słabo zaznaczonych, z których skupisko przy-
środko,we było bardziej ostre i intensywniej opalizu-
Jące.W układzie kontrolnym surowica normalna -neurotoksyną (SN-N) wytworzyły się jedynie ślady
1inii precypitacyjnych,

Oznaczenie mian aglutynacyjnych,ł,e wszystkich
badanych surowicach przedstawia tab. 3.

Tab. 3. Miana aglutynacyj,ne w surowicach królików
immunizowanych unieczynnionymi formolem, toksyną

i zawiesiną laseczek CL. botulżnum

] Kroll-surowlca
]Kl

l

Miana agluty- lsrednie miana
nacyjne i aglutynacyjne
suro\vlc 

l 
surowlc

Poziom gamma-
globulin w % Sredni

wzrost
W/o

1

2
J

28
30
26

16
l9
15

15
L7
l5

1,
3

23
l7
19

26

Antykomór-
kowa

1
,
3
4
5
6
7
ó

1
,
J
4
5
6
l
o

1 ;800
l :800
1 :400
1:800
l: 1600
1 :800
1: 800
1t400

1: B00

Antytoksyczna l

Z przedstawionych danych w tab, 3 wynika, że
miano aglutynacyjne surowic antykomórkowych było
ponad 2-krotnie wyższe, niż miano surowic antytok-
sycznych.

Z pIzeprowadzonych doświadczeń wynika, że wpro-
wadzenie do organizmu królika antygenu komórko-
wego powoduje po,wstante znacznie wyższego miana
aglutynin i precypityn, frakcji gamma-globulinowej
oraz rviększej odporności swoistej antytoksycznei, niż
wprowadzenie tą samą drogą takiej samej ilości an-
tygenu toksycznego.

Uzyskane wyniki badań stanowią interesujący
ptzyczynek do lepszego poznania immunogenezy i im-
munologii, a pośrednio nawet etiologii i patogenezy
botulizmu. Ocl lat toczy się dyskusja na temat roli,
jaką w etiologii botulizmu odgrywają toksyna botuli-
no,wa i laseczka CL. batuiinuln (20). Nowsze prace nad
immunochemią toksyny botulinowej z jednej strony,
(13, 14) a patogenezą botulizmu z drup,iej (37) jedno-
z,nacznie wskazują na toksynę, jako czynnik etiolo-
Eiczny.W takim ujęciu drobnoustrój Cl. botulinum jest
rozpatrywany wy'l,ącznie jako producent i nośnik
określonej ilości toksyny. Tyrnczasem uzyskane wyni-
ki wsl<azują, że drobnoustroje podane w eskwi,wa-
lentnym stosunku białkowym mają przerł,agę immu-
nogenną nad toksyną botlrłinową.

Można plzeprowadzić różne interpretacje
tvch wynikórv.

Laseczka Cl. botlilinurn jest bardziej aktyw-
nym immunogeneirr dzięki obecności, prócz

1 :400
1:400
1 :400
1: B00
1 :200
1:100
1 :400
l :400
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neurotoksyn, innych ciał wywołujących w im-
munizowanym organiźmie większą odporność
antytoksyczną, niż sama antytoksyna.

Plazma komórki Cl. botulżnum może wyka"-
zywać większą aktywność toksyczną w przeli-
czeniu na ekwiwalent białka, niż toksyna po-
zakomórkowa (21).

Zawiesina komórek podana jako szczepionka
ulega bardziej powolnej sorpcji pTzez orga-
rtizm, co powoduje pow,stanie długotrwałego
stanu immunogenezy.

Słusznośó wymienionych prób interpretacji
wymaga weryfikacji dŃwiadczalnej. Z punktu
widzenia praktycznego, dotychczas uzyskane
wyniki wskazują na celowość produkowania
5zczepionki przeciw botulizmowi zwierząt z ca-
łych hodowli płynnych Cl. botulinum.

Wnioski
1. Procentowy poziom frakcji gamma-glo-

bulinowej jest wyższy w surowicy antykomór-
kowej, niż w surowicy antytoksycznej.

2. Surowica antykomórkowa zawiera 100 ra-
zy więcei jednostek antytoksycznych w 1 m1,
,niz surowica antytoksyczna.

3. Linie precypitacji dyfuzyjnej w układzie
surowica antykomórkowa _. neurotoksyna są
wyraźniejsze, tliż w układzie surowica antytok-
§yczna - neurotoksyna,

4. Miano aglutynacji probówkowej surowicy
antykomórkowe,i jest wyższe, niż surowicy an-
tytoksycznej.
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Mierzejewski J,, Sko,czek A., Lis T. - The co,mpari-
son of iurrnunogenic activi,ty of formol inactivated
toxine a,nd suspension of Clostritlium botulinum C.

There was compared imrnunogenic activity of for-
mol inactivated toxine and suspension of Cl. botutri-
nurn c, on the basis of the determination of the level

globuli,n ntitoxine
ecipitin in in ser
The ob ts shoved

immunogenic activity of formol inactivated suspension
of C1. botulinum.

ROBEBTS T. A., COLLINGS D. F.: Enzootia botu-
lizmu typ C u brojlerów. (An outbreak of type
C-botulism in broiler chickens). Avian Dis. 17, 650-
658, 1973 (3).

U siedmiotygodniowych brojlerów rozpoznano bo-

ustnje lub dożylnie czystą hodowlą wyosobnionego
szczepu (0,5 ml: 10,000 MLD toksyny dla myszki)
nie wystąpiły objawy choroby. Objawy zatrucia uzy-
skano natomiast po doustnym podaniu badanym
zwierzętom tkanki mięśniorvej brojlerów zakażonych
tra drodze naturalnej. 1 gram zakażoaej tkanki za-
wierał 20,000 MLD toksyny dla myszek.

z.

WATTS T. C., OLSON S. M., BHODES C. S.: Le-
czenie izoniazydem promienicy u bytlła. (Treatment
of bovine actinonrycosis with isoniazid). Can. Vet.
J. 74, 223-224, 1973 (9).

Fromienica powoduje znaczne straty ekonomicz-
ne u bydła na terenach zachodnich prowincji Ka-
nady. W 19 przypadkach promienicy stosowano izo-
niazyd w dawce 5-10 mgfunt wagi ciała ptzez
ókres 2Br31 dni. Lek podawano doustnie w kapsuł-
kach żelatynowych. Stwierdzono, że izoniazyd ha-
mował rozwój zmian chorobowych. Jednakże jedy-
nie w nielicznych przypadkach dochodziło do cofa-
nia się zmian, Objawy zatrucia objawiające się ut-
ratą łaknienia i depresją wystąpiły tylko u jednej
leczonej sztuki przy maksymalnej dawce leku. Po
leczeniu nie obserwowano nąWTotów choroby. 

o.


