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mycyna dziala hamujgco na rozwdj Pseudomo-
nas aeruginosa. Przeprowadzone badania wyka-
zaly réwniez, ze podobne dzialanie wywiera na
omawiany drobnoustréj sulfatiazol, Wyniki
dziatania bakteriobéjczego chemoterapeutykow
byly w duzej mierze uzaleznione od stezenia
roztworéw oraz od czasu ich dzialania. Z da-
nych zawartych w tab. 2 wynika, Ze najlepsze
dzialanie bakteriobdjeze wywieraly roztwory
2% biolugolu, 2% vagothylu, 0,1% nadmangania-
nu potasu oraz 1% chloraminy. Po 5 minutach
ekspozyciji obserwowano bowiem zahamowanie
wzrostu badanych szczepéw w 100%. Slabsze
dzialanie bakteriobdjeze wywieraty 0,1% roz-
twory sterinolu, 0,02% Polleny—Jod M oraz
1% roztwor biovalu. Po 20 minutach dzialania
wymienionych terapeutykow, brak wzrostu
Pseudomonas aeruginosa stwierdzano w 70%
préb. Roztwor 0,1% rivanolu hamowal wzrost
jedynie 33,4% badanych szczepéw. Nie stwier-
dzono natomiast dzialania bakteriobdjczego na
wyizolowane szczepy 2% roztworu kwasu bor-
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nego oraz 0,05% roztworu nitrofurazonu. Po-
dobnie negatywne wyniki w odniesieniu do
nitrofurazonu uzyskal Anusz (1).

Wnioski

1. Badane szczepy Pseudomonas aeruginosa
byly wrazliwe na streptomycyne oraz na sul-
fatiazol. Na pozostale antybiotyki drobnoustrdj
ten byt slabo wrazliwy lub oporny.

2. Z badanych chemoterapeutlykéw najsilniej-
sze dzialanie bakteriobdjcze na wyizolowane
szczepy Pseudomonas aeruginosa wywieraly
roztwory: 2% biolugolu, 2% vagothylu, 0,1%
nadmanganianu potasu oraz 1% chloraminy.
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Badania nad pojawianiem sje i rolg przeciwciat

anty-Aspergillus fumigatus u myszy biatych

Z Zakladu Mykologii Instytutu Mikrobiologii AM v Krakowie

Szerokie rozpowszechnienie grzybéow z rodza-
ju Aspergillus w przyrodzie (9, 10, 12) oraz
czeste stwierdzanie przeciwcial anty-Aspergil-
lus fumigatus u znacznego odsetka zdrowych
ludzi i zwierzat (5, 6, 7) wskazuje, ze do poja-
wiania sie tych przeciwcial dochodzi stosunko-
wo latwo w wyniku zetkniecia sie organizmu
z konidiami A. fumigatus.

Celem pracy byly badania nad pojawianiem
sie przeciwcial anty-Aspergillus wykrywanych
odezynem flokulacyjnym u myszy biatych uod-
parnianych roznymi metodami, a nastepnie proé-
ba oceny znaczenia stwierdzanych przeciwcial
w odpornosci na zakazenie grzybami z rodzaju
Aspergillus.

Material i metody

Badania przeprowadzono na materiale obejmujgcym
160 zdrowych myszy bialych o wadze 20—30 g. Przed
rozpoczeciem eksperymentu kontrolowano u zwierzat
poziom przeciwcial. Z surowicami wszystkich dobra-
nych do pézZniejszych badan myszy otrzymano wyni-
ki ujemne odeczynu flokulacyjnego z antygenem A. fu-
migatus (OF-A. fumigatus). Odczyn ten zastosowany
w badaniach do wykrywania przeciweiat anty-Asper-
gillus wykonywano wedlug metodyki podanej przez
Dolezala i Dolezalowg (5, 6).

Do badan uzyto 10 szczepow A. fumigatus izolowa-
nych z przypadkéw chorobowych (AJ-16/72, BW-19/72,

SH-27/72, BW-28/72, HA-38/72,
7J-59/72, JS-60/72, PE-79/72).

Badania wykonano w dwdch etapach:

1 etap — badania nad pojawianiem sie przeciwcial
anty-Aspergillus fumigatus u myszy bialych.

Zastosowano trzy drogi wprowadzania spor A. fu-
migatus do organizmu myszy; dootrzewnowg — typo-
wo laboratoryjng oraz donosowsg i pokarmowsg — zbli-
zone do spotykanych w przyrodzie.

Uzywano zawiesiny zawierajgcej 50 konidiéw w po-
lu widzenia mikroskopu przy powiekszeniu 600X. Do-
otrzewnowo i donosowo zawiesine konidiéw w plynie
fizjologicznym wprowadzano 3-krolnie w odstepach 3
dniowych w ilo$ci 0,05 ml. Przy zakazaniu drogg po-
karmowg zawiesine spor w wodzie podawano myszom
do picia przez okres 10 dni.

Po 28 dniach od rozpoczecia eksperymentu pobie-
rano krew z serca od zwierzat znajdujgcych sie w
narkozie. Poziom przeciwcial konirolowano przy po-
mocy OF-A. fumigatus.

IT etap — badania nad rolg ochronna przeciwcial
anty-Aspergillus fumigatus.

Grupe doswiadczalng stanowily myszy biale, u kté-
rych w wyniku podania spor A. fumigatus stwierdzano
przeciwciala anty-Aspergillus. W grupach kontrolnych
uzyto zwierzat nieuodpornionych z ujemnym OF-A.
fumigatus.

Do zakazania uzywano zawiesiny 200 konidiéw w
polu widzenia mikroskopu przy powiekszeniu 600:<.
Zawiesing podawano zwierzetomm donosowo w jedno-
razowej dawce 0,1 ml.

Ze wzgledu na rdézng podatno$é na zakazenie A. fu-
migatus zwigzang z osobnicza odpornoscia stwierdza-

KK-43/72, SJ-58/72,
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ng u myszy bialych (1), czes$é zwierzat zakazano z row-
noczesnym wprowadzaniem do ich organizmu hydro-
kortisonu. Podanie hydrokortisonu mialo na celu ulat-
wienie rozwoju grzybicy zgodnie z danymi z piSmien-
nictwa (2, 11). Hydrokortison podawano zwierzetom
w postaci iniekeji podskérnych w ilosci 2,5 mg 2 dni
przed zakazZeniem, a nastepnie 3-krotnie w odstepach
dwu dniowych. Przeprowadzono réwniez kontrole dzia-
fania hydrokortisonu na organizm myszy biatych.

Zwierzeta padle w czasie doswiadczenia oraz uspio-
ne po 28 dniach od rozpoczecia szczepien poddano
sekcji. Podczas sekcji makroskopowo obserwowano
zmiany w narzgdach. Od wszystkich myszy pobrano
krew z serca, z ktéorg wykonano OF-A. fumigatus. Dla
potwierdzenia zakazenia A. fumigatus posiewano na
podlozu Sabourauda roztarte ptuca. Hodowle inkubo-
wano w temp. 27° przez 14 dni, a identyfikacje grzy-
béw przeprowadzono na podstawie cech morfologicz-
nych makro- i mikrohodowli.

Wyniki

Wyniki badann nad pojawianiem sie przeciwcial
anty-Aspergillus u myszy bialych zestawiono w tab. 1.

wych, stwierdzanych OF u myszy bialych procesach
odpornosciowych.

Po podaniu drogg donosowg konidiéw A. fumigatus
u zadnej z uodpornionych myszy nie obserwowano
-rozwoju zakazenia grzybiczego. Natomiast w grupie
zwierzgt nieuodpornionych 4 myszy padly z powodu
rozwoju grzybicy kropidlakowej, co stanowi 20% bada-
nych zwierzat z tej grupy. U 20% uodpornionych zwie-
rzat wyhodowano A. fumigatus oraz u wszystkich
stwierdzono OF przeciwciala anty-Aspergillus. W gru-
pie zwierzat nieuodpornionych A. fumigatus wyhodo-
wano od 50%, a przeciwciala stwierdzono u 90% bada-
nych myszy.

Zastosowanie  hydrokortisonu spowodowalo  ze,
wszystkie zwierzeta nieuodpornione zakazone A. fumi-
gatus padly, a rozwdéj zakazenia potwierdzono w 100%
dodatnimi posiewami. Réwnoczesnie badano pojawia-
nie sie przeciwcial w czasie rozwoju zakazenia, prze-
ciwciala anty-Aspergillus stwierdzono u 8 zwierzat tj.
w 40%, szczegdlnie u tych, ktére padly najpdzniej po
zakazeniu.

W grupie zwierzgt uodpornionych mimo podania
hydrokortisonu padio tylko 15% tj. 3 myszy biale, u

Tab. 1. Przeciwciala anty-Aspergillus wykrywane odczynem flokulacyjnym u myszy bialych po wprowa-
dzeniu konidiéw A. fumigatus

8 Droga. liczba Odczyn flokulacyjny z A fumigacus.
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Przy wprowadzaniu konidiéw A. fumigatus do orga-
nizmu zwierzat drogg dootrzewnowg i donosowg (po-
zajelitowg) u wszystkich myszy stwierdzono odezynem
flokulacyjnym obecno$é przeciwcial anty-Aspergillus.
Natomiast przy podaniu spor drogg pokarmowsg (doje-
litowa) przeciwciala te stwierdzono u 75% badanych
zwierzat.

OF-A. fumigatus stwierdzono przeciwciala w naj-
wyzszych mianach u myszy uodparnianych dootrzew-
nowo. Obserwowano miana w zakresie 1/80 do 1/640,
najeczesciej, bo u 50% zwierzat stwierdzano miana 1/160.
Odczyny dodatnie w mianie 1/320 wykazano u 30%
zwierzat. Srednie miano 1:248.

W grupie myszy, ktérym konidia podawano droga
donosowsg, obserwowano dodatnie wyniki odezynu flo-
kulacyjnego w zakresie mian 1/40 do 1/160. Najwyzszy
odsetek 55% stanowily dodatnie odczyny w mianie
1/160. Wartoéé $redniego miana 1:116.

Przy podaniu zarodnikdéw droga pokarmowsg prze-
ciwciala anty-Aspergillus OF stwierdzano w mianach
1/20—1/160. Odczyny dodatnie w mianie 1/20 stano-
wily 46,7%. W grupie tej uzyskano najnizsza wartosé
$redniego miana 1:57,3.

W tab. 2 zestawiono wyniki badan podjetych nad
okresleniem znaczenia przeciwcial przeciwkropidlako-

Tab. 2. Wyniki badaf uzyskane przy zakazaniu myszy

25% stwierdzono w hodowlach A. fumigatus. Przeciw-
ciata wykazano OF-A. fumigatus u wszystkich w tej
grupie zwierzat.

W dlugosdci czasokresu padania zwierzgt, pomiedzy
ostatnig iniekecjg a émiercig zwierzecia obserwowano
réznice; padaly one po okresie 6 do 15 dni od zaka-
zenia. U wszystkich myszy padlych potwierdzono roz-
woéj zakazenia A. fumigatus na podstawie wykonanej
sekeji, dokonanych posiewéw pluc oraz sporzadzonych
preparatéw bezposrednich z narzgdéw.

W badaniach uwzgledniono rowniez grupe kontrol-
ng zwierzat, kitérym podano tylko hydrokortison. Z
grupy tej nie padlo zadne zwierze co wskazuje, ze
zastosowana w doswiadczeniu dawka hydrokortisonu
nie jest toksyczna dla myszy.

Omowienie wynikdéw

Dla uzyskania odpowiedzi na pojawiajace sie
pytanie czy rzeczywidcie tak latwo dochodzi do
immunizacji zwierzat? — przeprowadzono ba-
dania eksperymentalne na myszach bialych,
stosujac rozne drogi wprowadzania konidiéw
A. fumigatus do organizmu zwierzat.

bialych droga donosows konidiami A. fumigatus

Podzai Liczba Hyniki i
Grupa zwierzgt |Podgrupa zaik a;::; 5 badanych Smeiertelnosc Dodatnie poscewy
zwierzqt liczbal %o liczbal Yo
uodpornione 1 konidia A.fumigatus 20 0 o 4 ?0__
OF =1/20~1/160 Konidia A fumigartus
/ 4 2 * ﬁga’roéoa! (son 20 3 15 5 25
néeuodpornione 1a koniaiia A.fumigatus 20 4 20 10 S50
OF = ujemn koniada A.fumigaitus
vemny ?‘_1 + hydrokoréison 20 20 100 20 100
kontrola hyarokortison 10 0 0 0 0
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Nie jest to zagadnienie zupelnie nowe gdyz
uodparnianie zwierzat celem uzyskania suro-
wic odpornosciowych przeprowadzali juz roézni
autorzy (3, 5, 8, 13, 14). W procesie uodparnia-
nia nie stosowali oni na ogé! zywych elemen-
tow grzyba, lecz w rézny sposob przygotowane
wyciggi antygenowe, podawane zwierzetom naj-
czesciej droga iniekeji dozylnych, domies$nio-
wych i podskornych. Taki sposoéb uodparniania
pozwala na uzyskanie surowic zawierajgcych
wysoki poziom przeciwcial.

W  badaniach wlasnych zastosowano nato-
miast z wyjatkiem drogi dootrzewnowej, spo-
soby wprowadzania konidiéw A. fumigatus
zblizone do zakazen spotykanych w przyrodzie,
droge donosowas, jako najbardziej przypomina-
jaca zakazenia aerogenne oraz droge przewodu
pokarmowego.

Wykazanie OF-A. fumigatus pojawiania prze-
ciwciat u 100% myszy biatych przy podaniu an-
tygenu droga dootrzewnowa i donosowsg oraz
u 75% zwierzat przy podaniu droga pokarmowsg
wskazuje, ze do odpowiedzi serologicznej do-
chodzi Jatwo pod wplywem dzialania sporami
A. fumigatus na organizm myszy.

Czeste infekcje organizmu zwierzat grzyba-
mi z rodzaju Aspergillus przy uwzglednieniu
oddzialywania czynnikéw usposabiajacych do
rozwoju zakazenia grzybiczedo, stosowanie che-
moteraveutykéw (antybiotyki, kortikosterydy,
leki immunosupresyjne) oraz wystepowania
zmian chorobowych ukladu oddechowego, nie
zawsze prowadzi do rozwoju grzybicy kropidla-
kowej. Badania nad eksperymentalna aspergi-
loza u zwierzat (1, 11), ktéorym podawano spory
A. fumigatus wskazuja na rézna podatnoéé na
zakazenie; do rozwoju grzybicy dochodzilo bo-
wiem tylko u pewnego odsetka zwierzat. Fakty
te wskazuja na wystepowanie u zwierzat osob-
niczej odpornogci chronigcej przed zakazeniem
grzybami z rodzaju Aspergillus.

Zjawiska odpornosciowe w grzybicach sa
malo poznane. Niemniej jednak u myszy zaka-
zonych Candida albicans, Sporotrichum, Cocci-
dioides immitis i Histoplasma capsulatum
stwierdzono zwiekszona odporno$é na ponowne
zakazenie (4).

Wyniki moich badan wykazaly, ze myszy bia-
te uodpornione, u ktérych odczynem flokulacyj-
nym stwierdzano przeciwciala anty-Aspergillus,
wykazywaly zdecydowanie mniejszg podatnosé
na rozwoj zakazenia kropidlakowego anizeli
zwierzeta z grup pordéwnawczych, u ktérych
przeciwecial nie stwierdzano. Swiadezy to, zZe
przeciwciala anty-Aspergillus odgrywaja pewna
role w ochronie przed rozwojem schorzenia, po-
jawiajacego sie w nastepstwie infekcji, za§ wy-
krycie tych przeciwcial odczynem flokulacyj-
nym wskazuje na zwiekszona odpornosé orga-
nizmu zwierzat.

W sSwietle uzyskanych wynikéw wydaje sie,
ze dalsze opracowanie podjetych =zagadnien
stworzy mozliwo§é sztucznego uodparniania
zwierzat celem zapobiegania przed rozwojem

grzybicy kropidlakowej. Zagadnienie tego typu
profilaktyki moze znalezé istotne znaczenie na
fermach hodowlanych ptakéw, ktére jak wia-
domo sg szczegdlnie podatne na rozwdj zakaze-
nia kropidlakiem, a aspergiloza jest jedng z cze-
stych schorzen ptakoéow i przebiega w postaci
epidemii, powodujgc znaczne straty ekono-
miczne.

Wnioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan
mozna stwierdzié, ze:

1. Po podaniu myszom bialym spor A. fumi-
gatus drogg dootrzewnows, donosowg oraz dro-
gg pokarmowa latwo dochodzi do wytwarzania
w organizmie zwierzat przeciwcial anty-Asper-
gillus stwierdzanych odczynem flokulacyjnym.

2. Zwierzeta, u ktorych stwierdzano odczy-
nem flokulacyjnym przeciwciala anty-Aspergil-
lus wykazywaly znacznie mniejszg podatnosé
na rozwdj zakazenia grzybami z rodzaju Asper-
gillus.
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grzybic oddechowego.

Ilapnuk B. — MWecaeaoBaHus Hajx NOABJICHMEM M PO-
JBI0 TMpoTMBOTE mpoTuB Aspergillus fumigatus y 6Ge-
JILIX MBIIIeit.

IIpoBesm SKCIEpUMMeHTAJNbHBIE MCCICAOBAHMA HaX
NOSBJIEHMEM TIPOTUBOTEe] OOHAPYXKMBaeMbIX IPKU IIO-
Mo piokydaAanuu ¢ anturenoM A. fumigatus y mm-
MYHY3UPOBAHHLIX PAa3HBIMM MeTOJ[aMM OelIbIX MBILICH.
YCTAaHOEMIIM, 4YTO TIPM MHTPAMEPUTOHEaNlbLHOM WU OO0-
HOCOBOM BBegenun crop A. fumigatus mnporuBoTesna
MOSBNANNCS, ¥ BCEX UCCIENOBAHHBIX XKMUBOTHBIX (100%),
a IIpu TIepopanbLHCM — y 75% Mpimeit. ST pesyabTa-
Tbl YKa&3bIBAIOT, YTO y MLIIIEN CePOJIOTMYeCKUII OTBET
Ha BBegenues crop A. fumigatus moaydgaerca JETKO.
B panpHelneM yCTAHOBMIM, YTO 0OHapy:KuBaeMble Me-
TonoM (PAOKYJNALMMA NPOTHBOTeNa npotuB A. fumigatus
ABIAIOTCSA Pe3yJAbLTATOM MMMYHOJOIMYECKMUX IIpOoliec-
COB M BBIBLIBAIOT NMOHMIKeHMe 3a00eBaeMOCTM MbIIlelt
aCTIePTUNIE3HBIM REPMaTOMUKC3OM.

Pawlik B. — Examinations on the occurrence of anti-
bodies against Aspergillus fumigatus and their role
in white mice.

There were performed some examinations on the
occurrence of antibodies, discovered by flocculation
test with the antigen of A. fumigatus, in white mice
immunized by various routes. The antibodies against
A. fumigatus were found out in all animals immunized
intraperitoneally or intranasally with the spores of
A. fumigatus. Instead the antigen applied orally cau-
sed the occurrence of antibodies in 75 per cent of
mice. The further experiments performed indicated
that the antibodies influeced the decreased morbidity
due to aspergillosis in white mice.
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