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Wspétczesne poglady na zjawiska odpornosciowe u owadéw,
ll. Nabywanie odpornosci przez owady

Z Instytutu Chorob Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynarii AR w Lublinie

Mechanizméw odpornosci nabytej nie da sie
scisle odgraniczyé¢ od mechanizméw odporno-
§ci naturalnej. Zazwyczaj dzialaja one u owa-
déw podobnie jak i u kregowcdéw lgcznie. Owa-
dy nie wytwarzaja jednak w nastepstwie dzia-
lania bodzca antygenowego substancji odpo-
wiadajacych $ci$le wlasciwoséciami fizyko-che-
micznymi przeciwcialom kregowcéw. Mimo te-
go wyniki badan wielu autoréw upowazniajg
do stwierdzenia, Zze w hemolimfie owadéw uod-
pornionych wystepuja substancje o dzialaniu
antytoksycznym, bakteriobdjeczym i bakterio-
statycznym, oraz ze w miare narastania ich po-
ziomu w hemolimfie wzrasta odporno$é.

Juz w 1920 r. Paillot (20) sugerowal obec-
nos¢ w hemolimfie owadéw uodpornionych
przeciwcial, twierdzac Zze sg one wylwarzane
przez elementy fagocytujace substancje anty-
genowe (22). Pionierskie prace nad odporno-
Scig nabyta u owadéw sg zasluga Chorine (6),
ktory w hemolimfie larw Galleria mellonella
uodpornionych toksoidem C. dyphtherice wy-
kazal obecno§¢ substancji neutralizujgcej to-
ksyne. Ostatecznie badania Chadwick (4, 5)
wykazaly dobitnie, ze odporno$é antytoksycz-
na u owadow pojawia sie szybko po podaniu
toksyny, utrzymuje sie przez krotki okres cza-
su i cechuje sie duzg swoistoscia. Najwyzszy
poziom odpornosci uzyskuje sie w stosunku do
antygenu homologicznego, chociaz u larw
Galleria mellonella po iniekcjach kompleksu
biatko-wielocukier-lipid wg Boivin z E. coli,
S. typhimurium i Sh. flexneri uzyskano réw-
niez odporno$¢ w stosunku do endotoksyny
Ps. aeruginosa.

Jednakze natezenie tej odpornosci w stosun-
ku do antygenu heterologicznego bylo niskie
{(5). Oprécz calej czasteczki endotoksyny wla-
sciwosci  immunogenne wykazywala réwniez
czes¢ polisacharydowa endotoksyny (4).

Hemolimfa mniektérych gatunkéw owadow
uodpornionych  drobnoustrojami  aglutynuje
drobnoustroje homologiczne. Glasser (11, 12)
wykazal Zze hemolimfa pasikonikéw aglutynu-
je Bac. poncei, za§ Gary i wsp. (8) stwierdzili,

ze hemolimfa robotnic z rodzin chorych na
zgnilec zlosliwy aglutynuje formy wegetatyw-
ne Bac. larvae. Réwniez hemolimfa robotnic
uodpornionych sztucznie szczepionke sporzg-
dzong z form wegetatywnych Beac. larvae z do-
datkiem fenolu, aglutynuje drobnoustroje ho-
mologiczne do miana 1:1280 (9).

Owady wykazujg duzy stopien odpornosci na
zakazenie drobnoustrojami patogennymi dla
ros§lin 1 zwierzat. Wiekszoéé owadow jest od-
porna na zakazenie P. pestis, C. dyphtheriae
i C. tetani (18). Drobnoustroje te ulegaja w or-
ganizmie owadow bardzo szybko bakteriolizie,
fagocytozie lub inkapsulacji.

Odporno$¢ antybakteryjng u owadéow uzy-
skuje sie najczedciej po stosowaniu szczepionek
zawierajacych drobnoustroje zabite (14, 19, 27).
Za kryterium uzyskania odpornosci przyjmuje
sie niewrazliwo§é na ponowne zakazenie zjad-
liwym szczepem. Przyjmujac to zalozenie, brak
w hemolimfie owadéw przeciwcial analogicz-
nych do przeciwcial kregowcéw nie $wiadezy
o braku odpornosci (3). Briggs (3) stwierdzil
wzrost tolerancji larw Bombyx mori po uod-
pornianiu do hemocelu homologicznymi szcze-
plonkami inaktywowanymi termicznie na za-
kazenie zjadliwymi szczepami Ps. aeruginosa i
Micr. pyogenes v. aureus. Ten sam autor wy-
kazal, ze podczas uodporniania larw 18 gatun-
kow motyli réznymi drobnoustrojami uzyskuje
sie wzglednie specyficzne zwiekszenie toleran-
cji na zakazenie szczepami zjadliwymi.

Zwiekszonej tolerancji na =zakazenie towa-
rzyszy wzrost poziomu cieplostalej substancji
w hemolimfie dzialajacej bakteriobojczo za-
réwno in vivo jak i in vitro. Substancja ta
utrzymuje sie w hemolimfie przez caly okres
zycia larw, nie ulega inaktywacji pod wply-
wem kwaséw, zasad i pepsyny.

Wyczerpujgce badania nad metodami izolo-
wania 1 wlasciwos$ciami czynnikéw zawartych
w hemolimfie uodpornionych owadéw przepro-
wadzili Hink i Briggs (14, 15) na larwach Gal-
leria mellonella. Stwierdzili oni, ze u tych larw
po uodpornieniu do hemocelu szczepionksg =z
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Ps. aeruginosa pojawia sie szybko odpornosé
na ponowne zakazenie zjadliwym szczepem. Od-
pornosé ta osigga maksymalny poziom po 24
godzinach po iniekcji antygenu. ’

W surowicy uodpornionych larw Galleria
mellonella wystepuja dwa czynniki (A i B)
warunkujace wlasciwosci bakteriobdjcze 1 och-
ronne surowicy (26). Obydwa czynniki posia-
daja wlasciwosci przeciwcial w tym sensie, ze
czynnik B wystepuje jedynie w hemolimfie
owadow uodpornionych, za$§ poziom czynnika
A wrzrasta po szczepieniu. Czynnik A o cie-
zarze czasteczkowym okolo 7000 jest substan-
cja niebialkowg i nie wulega inaktywacji w
temp. 100°C przez 5 min. Czynnik A zawarty
w hemolimfie owadéw uodpornionych odgry-
wa istotng role w przenoszeniu odpornosci bier-
nej.

Czynnik B posiada zblizone wlasciwosci do
czynnika A z tym, ze za jego posrednictwem
nie udaje sie przenie$é¢ odpornosci biernej. Ko-
moérki wytwarzajgce czynnik A i B sg rozmie-
szezone w calym ciele larwy Galleria mellonel-
la 1 wykazujg najwyzsza aktywnosé¢ w tylnym
odcinku ciala larwy (14). Hink i Briggs (14)
wykluczyli udzial hemocytéw oraz ukladu ner-
wowego glowy i tulowia w powstawaniu od-
pornofci nabytej u larw Galleria mellonella.

Odporno§é antybakteryjna u larw Galleria
mellonella pojawia sie nie tylko po iniekcjach
szezepionek, ale réwniez po iniekcjach tuszu,
wody i jalowego bulionu (16, 17, 30). Stopien
odpornosci indukowanej przez czynniki nie-
swoiste jest jednak znacznie nizszy niz odpor-
nosci wystepujgcej po uodpornieniu drobno-
ustrojami.

Badania Stephens (24, 25) wykazaly nato-
miast, ze iniekcje jalowego bulionu, 0,85% NaCl
lub albuminy jaja kurzego nie chronig larw Gal-
leria mellonella przed zakazeniem zjadliwymi
szczepami Ps. aeruginosa. Wydaje sie wiec, ze
czynniki A i B wykazuja rézny stopien swoi-
stosci in wivo, sa bardziej aktywne w stosunku
do drobnoustrojow homologicznych niz hetero-
logicznych, przy czym ich wzgledny poziom
w hemolimfie zalezy od rodzaju bodzca anty-
genowego.

Niebialkowe substancje o dzialaniu bakterio-
béjeczym stwierdzono réwniez w hemolimfie
Oncopeltus fasciatus (10).

Nieswoiste bakteriolizyny wykazano w he-
molimfie larw Galleria mellonella po uodpor-
nieniu S. enteritidis (29) i w hemolimfie gag-
sienic motyli (21). Swoiste bakteriolizyny dla
Ps. aeruginosa wykazal Gingrich (10) w hemo-
limfie pluskwiakéw. Dotychczas w hemolim-
fie owaddéw nie stwierdzono wystepowania pre-
cypityn (3, 15, 25).

Odpornosé¢ bierng u owadéw podobnie jak
u kregowcéw mozna przenie$¢ za posrednic-
twem hemolimfy owadéw odpornych (28). Po
24 godz. po iniekeji hemolimfy pochodzacej od
larw odpornych na S. enteritidis normalnym
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larwom Galleria mellonella pojawia sie u nich
odporno$¢ na zakazenie letalng dawka homo-
logicznych bakterii. Ten stan odpornosci bier-
nej utrzymywal sie przez okres 5 dni. Stephens
(25) uzyskal odpornos¢ bierng u larw Galleria
mellonella przeciwko Ps. aeruginosa. Smier-
telnosé¢ larw po zakazeniu dawkg letalng ho-
mologicznego drobnoustroju wynosita po 2 go-
dzinach po iniekeji hemolimfy owaddéw uod-
pornionych 60%, po 20 godz. 30%, zas§ po 24
godz. jedynie 28% owadow uodpornionych.

Najwyzszy stopien odpornosci biernej uzy-
skano po iniekcjach do hemocelu pelnej hemo-
limfy pobrane] od owadow odpornych. Odpor-
no$¢ bierng mozna uzyskaé réwniez w stosun-
ku do wiruséw. Aizawa (1) uzyskal za posred-
nictwem hemolimfy pochodzgcej od owadéw
chorych odpornos¢ u larw jedwabnika morwo-
wego przeciwko poliedrozie. Odpornosé bierna
cechuje sie wyrazng swoistoscia w stosunku
do drobnoustrojow homologicznych.

Swoisto$¢ odpornosci nabytej u owaddéw bu-
dzi nadal pewne kontrowersje. Zalezy ona w
duzym stopniu zaréwno od gatunku owadow,
jak 1 od rodzajow antygenéw stosowanych do
uvodporniania. Wielko§¢ dawki, stezenie anty-
genu w szczepionce, jak rowniez stosowanie
metody ,booster” wywiera racze] niewielki
wplyw na poziom odpornosci nabytej (25).
Istnieja nawet doniesienia, Ze po powtérnym
szczepieniu poziom odporno$ci ulega obnize-
niu. Wydaje sie jednak, ze ten spadek odpor-
no$ci nabytej wiaze sie z duzymi ubytkami
hemolimfy, ktére maja miejsce podczas po-
wtornych iniekeji antygenu.

U owadow nie wykazano reakeji na prze-
szczepy allogeniczne i niektore przeszezepy kse-
nogeniczne (2, 7, 13, 23). Ten brak reakcji mo-
ze byé spowodowany albo niezdolnoscig roz-
poznawania przeszczepu jako ,not self” przez
komorki biorcy, wzglednie brakiem mechaniz-
mow analogicznych do mechanizmu odrzucania
przeszczepow u kregowcow.

Wydaje sie, ze mozna doszukaé sie daleko
posunietych analogii miedzy odpornoscia naby-
ta u owaddéw 1 odpornoscia interferencyjng u
kregowcéw. U owadéw odpornoéé nabyta po-
jawia sie szybko, jej natezenie jest niewielkie,
trwa krétko i nie jest ona zwigzana z wyste-
powaniem przeciwcial.

Wyksztalcenie odpornosci u owaddéw posiada
duze znaczenie praktyczne. W przypadku owa-
déw pozytecznych uzyskanie linii odpornych
na choroby oraz mozliwo§é stymulowania od-
pornoéci moze przyczyni¢ sie do obniZenia
strat w hodowli. U owaddéw szkodliwych na-
tomiast, wystgpienie odpornoséci na dzialanie
mikroorganizmoéow lub ich metabolitéw moze
przeszkadzaé, a nawet zupelnie uniemozliwiaé
stosowanie metod zwalezania biologicznego. Po-
jawienie sie odpornosci nabytej moze zmienic¢
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w sposob niekorzystny z punktu widzenia czlo-
wieka, przebieg naturalnych epizootii w popu-
lacjach owadoéw.
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Izolacja szczepéw wirusa CELO (Chick-Embryo-
Lethal-Orphan®)

Z Instytutu Chorob Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynarii AR w Warszawie

Adenowirusy ptakéw reprezentowane sa
glownie przez wirusa CELO (Chick-Embryo-
-Lethal-Orphan) oraz wirus GAL (Gallus ade-
nolike), ktére mimo wielu cech wspolnych z
pozostalymi przedstawicielami grupy réznig sie
brakiem wspélnego z nimi antygenu grupo-
swoistego.

Wirus CELO ma ksztalt dwudziestoScianu o kapsy-
dzie skladajgcym sie z 252 kapsomerdéw, zawierajgcym
kwas dezoksyrybonukleinowy. Replikacja wirusa za-
chodzi w jadrze komoérkowym: $rednica wirionu wy-
nosi 70 milimikronéw (8, 10). Wirus CELO byt izolo-
wany po raz pierwszy z zarodkéw kury zakazanych
zawiesinami tkankowymi (19), dalsze jego  szczepy
wyosobniono z przewodu pokarmowego i ukltadu odde-
chowego kurczat (9, 11, 17). Jeden ze szczepdw zostal
wyizolowany z hodowli komérek nerki zarodka kury,
w ktoérych pasazowany byl wirus zakaZnego zapalenia
krtani i tchawicy kur (5). Wyosobnienie wirusa CELO
z rozwijajgcych sie zarodké6w kury (6) oraz tkanek po-
chodzenia zarodkowego (2, 5) wskazuje, Ze jedng z
drég rozprzestrzeniania sie =zakazen tym wirusem
moga byé¢ infekcje endogenne jaj.

Szczepy wirusa CELO wywolujg zmiany cytopatycz-
ne w jednowarstwowych hodowlach komérki nerki
zarodka kury, czemu towarzyszy powstawanie cialek
wtretowych typu B (Cowdry) (5, 15). Wirus CELO jest
patogenny dla rozwijajacych sie zarodkéw kury, wy-
wolujgc zaburzenia rozwojowe i $mieré embrionow
miedzy 3 a 11 dniem po zakazeniu (19). Infekcje wi-
rusem CELO sag szeroko rozpowszechnione w duzych
stadach kur, ponadto stwierdzono je u przepiérek ja-
ponskich i bazantéw (1, 4, 7, 18). Sarma i wsp. (16)
donie§li o wywolywaniu guzéw nowotworowych u
chomikéw po podskérnym wprowadzeniu wirusa

*) Cz. I. pbracy doktorskiej: Izolacja i identyfikacja Kkrajo-
wych szczepdw wirusa CELO (Chick-Embryo-Lethal-Orphan),
SGGW, Warszawa 1969.

CELO oseskom. Obecnosci wirusa w guzach nie udalo
sie wykazad.

Celem badan byly préby wyosobnienia szeze-
pow wirusa CELO oraz ich identyfikacja serolo-
giczna.

Material i metody

Material do izolacji wirusa. Probki kalu pobrano od
86 kurczat w wieku od 10—12 tygodni zycia, klinicz-
nie zdrowych, pochodzacych z 5 réznych stad. Wyma-
z6w ze steku dokonywano wacikami, ktére przenoszo-
no do probdéwek zawierajgcych plyn Hanksa z dodat-
kiem 0,5% hydrolizatu laktoalbuminy i antybiotykdow.
W celu uwolnienia wirusa z materiatu, proby wstrza-
sano, zamrazano w temp. —20°C i rozmrazano w temp.
37°C, powtarzajgc zabieg trzykrotnie. Po ostatnim roz-
mrozeniu zawiesine kalowg wirowano przy 6000 obr.
/min. przez 30 min. Supernatant otrzymany w wyniku
wirowania poddano dzialaniu chloroformu.

Sluz tchawicy pawia pobrano od ptaka, ktéry padt
na kilka godzin przed przestaniem go do badania. Wy-
siek tchawicy umieszczono w probdwce zawierajace]
plyn Hanksa i postepowano z nim dalej jak w przy-
padku préb kalowvch.

Zarodki kury zamarle w okresie inkubacji. Przeba-
dano 400 jaj zawierajacych zarodki zamarle miedzy
9 a 18 dniem inkubacji. Z embrionéw nie wykazujg-
cych zmian gnilnych pobrano 40 préb ptynu owodnio-
wo-omoczniowego i poddano je dziataniu chloroformu.

Plyn owodnjowo-omoczniowy zarodké6w kury z na-
mnozonym szczepem LaSota wirusa choroby New-
castle pochodzit z préb zbiorczych poszczegdlnych
serii produkecyjnych szczepionki L. przeciw pomorowi
rzekomemu ptakéw. Préby te nie byly liofilizowane.
Przebadano 26 préb oznaczonych numerami od 33 do
58. Powyzszy material poddano dzialaniu chloroformu.

Hodowle jednowarstwowe komoérek nerki zarodka
kury przygotowano wg metody Buthali i Mathewsa
(3). Zr6dlo tkanki nerkowej stanowily 16—18-dniowe
zarodki kury, pochodzace z jaj kur wolnych od zaka-
zei wirusem CELO. Rozdrobniong tkanke nerkows
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