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Beztlenowe ,,maczugowce’’ Propionibacterium
joko immunostymulatory i czynniki przeciwnowotworowe

7 Zakladu Higieny Weterynaryinej w Lublinie

Poszukiwania roznych biologicznych aktywa-
torow uktadu odpornosciowego sg prowadzone
juz od dawna. Ostatnio badania takie podejmu-
je sieg w zwigzku z chorobami nowotworowy-
mi, uznawanymi przez niektérych badaczy za
defekty w nadzorze immunologicznym spowo-
dowane niedoczynnoécia limfocytéw i makrofa-
gow (40, 45). W rezultacie prac wykonanych w
latach 1954—1960 stwierdzono wladciwosci im-
munostymulacyjne u pratkéw BCG (7), Myec.
graminis (11), Bordetella pertussis (32) i Salm.
typhi (8). Pozniej tj. w latach 1963—1964 Pre-
vot 1 Tran Van Phi (42) oraz Halpern i wsp.
(24), a w 1972 r. Raynaud i wsp. (44) wykazali,
ze rowniez beztlenowy maczugowiec Propioni-
bacterium acnes (P. acnes) jest bardzo silnym
stymulatorem ukladu siateczkowo-§rodbtonko-
wego (RE). Z kolei w 1973 r. Adlam i Scott (3)
oraz Wilkinson i wsp. (56), a w 1974 r. Milas i
wsp. (37) dowiedli, ze powyzsze cechy immuno-
stymulacyjne posiadajg wszystkie beztlenowe
.-maczugowce” rodzaju Propionibacterium, a
mianowicie P. acnes, P. granulosum, P. avidum
i P. lymphophilum. Natomiast tlenowe maczu-
gowce sg pod tym wzgledem malo aktywne (3,
39).

Powszechnie uwaza sie beztlenowe ,,maczu-
gowce” za najsilniejsze bakteryjne stymulatory
ukladu RE oraz bardzo aktywne adjuwanty (22,
24, 28, 38, 44, 48, 49, 50, 55, 56). Ponadto jak
wykazano wywieraja one tez potezne dzialanie
przeciwnowotworowe (2, 13, 14, 16, 19, 20, 23,
33, 43, 51, 57, 58), przeciwbakteryjne (2, 16), a
takze indukuja nadwrazliwo$¢ typu poéznego na
rézne antygeny (38) i histamine (1, 3). Przedsta-
wienie tej problematyki, dotychczas nie oma-
wianej w pisSmiennictwie krajowym, jest celem
niniejszego artykulu.

Stymulacja ukladu RE

Wprowadzenie dozylne P acnes myszom, w
jednorazowej dawce 2,4 mg, wywoluje po 10—
14 dniach znaczny wrzrost ciezaru $ledziony i
watroby, a w mniejszym stopniu pluc i weziow
chlonnych (3). Jednoczesénie stwierdza sie przy
tym wyrazne zmniejszenie wagi grasicy (13).
Przeprowadzone badania histologiczne wyjas-
nily, ze wzrost ciezaru tych narzgdéw zalezal
od proliferacji makrofagow. W pewnych przy-
padkach proliferujace makrofagi niszczyly ko-
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moérki miazszowe u myszy. Powodowalo to u
tych zwierzat utrate zdolnosci detoksykowania
wprowadzanego nembutolu. Natomiast spadek
ciezaru grasicy wigzal sie zawsze z obnizeniem
bezwzglednej liczby limfocytéw T. Dzialanie
supresyjne ,,maczugowcow’’ Propionibacterium
na limfocyty T wyrazalo sie w przediuzeniu
przezywalno$ci przeszczepéw skory u zwierzat
otrzymujacych te bakterie (13). Wiadomo bo-
wiem, ze odrzucenie przeszczepu jest proce-
sem immunizacyjnym, w ktérym wazng role
spelniajg limfocyty T.

Beztlenowe ,maczugowce” Propionibacte-
rium, oprécz wykazywanego wplywu stymulu-
jacego proliferacje makrofagow, wzmagaja tak-
ze ich aktywnosé fagocytarna. W przypadku
tych bakterii Halpern i wsp. (24) stwierdzili
wzrost indeksu fagocytarnego (if) o 770—950%.
Natomiast poréwnawczo szczep BCG podwyz-
szal if o 500% (24). Podobne wyniki uzyskali
Raynaud i wsp. (44) wykazujac, ze indeks if w
przypadku P. acnes i P. granulosum jest 2—3
krotnie wyzszy niz dla szezepu BCG.

Ogélny czas trwania wywolanego pobudzenia
fagocytarnego jest podobny u beztlenowych
,maczugowcow” oraz pratkéw BCG i w przy-
blizeniu wynosi 40—50 dni. Na podkreslenie
przy tym zasluguje, ze ,,maczugowce” wykazu-
ja odnos$ne cechy immunostymulacyjne nawet
w stanie zabitym (60°C — 1 godz. i 1% for-
maldehydu), podczas gdy bakterie szczepu BCG
sa aktywne tylko przy zachowaniu pelnej zy-
wotnosci.

Spoéréd innych niebakteryjnych stymulato-
réow fagocytozy, dekstran podwyzszal if o 70%
(9), a zymosan nawet o 330%, ale czas trwania
pobudzenia makrofagéw byl krétki i zwykle
nie przekraczal 4—5 dni.

Wzbudzana przez beztlenowe ,,maczugowce”
aktywnos¢ fagocytarna makrofagéw koreluje ze
zdolnoscig tych bakterii do produkowania czyn-
nika chemotaktycznego. Czynnik taki zostatl
zidentyfikowany w 1973 r. przez Wilkinsona i
wsp. (56) w hodowlach pateczek P. acnes, P.
granulosum i P. avidum. Natomiast tzw. ,,szcze-
py klasyczne” Propionibacterium nie posiadaja
tych wlasciwosci.

Omawiany czynnik cechuje specyficzna che-
motaksja jedynie w stosunku do makrofagéw z
wysieku otrzewnowego §winek morskich i my-
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szy. Natomiast jest calkowicie nieaktywny wo-
bec neutrofili z krwi czlowieka i z wysieku
otrzewnowego od $winek morskich. Jak wyka-
zano przedstawia on substanqe wysokoczastecz—
kowa, stabilng w magu 30 min. w temp. 56°C,
a niszczong w 100°C. Jego aktywnosé jest nie-
zalezna od surowicy. Pod tym wzgledem rozni
sie od czynnika wykazanego przez Symona i
wsp. (62) u szczepu BCG oddzialywajacego przez
aktywowanie dopelniacza lub niektérych enzy-
moéw plazmy.

Aktywnoéé adjuwancyjna i przeciwbakteryjna

Ogolnie przyjmuje sie, ze dzialanie adjuwan-
téw polega na stymulacji i zmianie odpowiedzi
immunologicznej organizmu na podany anty-
gen. Beztlenowe ,,maczugowce” bardzo silnie
wzmacniaja reakcje odpornosciowg na antyge-
ny grasiczo-zalezne (3, 31, 38, 41, 55) i grasiczo-
niezalezne (28, 31, 55). Jako antygeny grasiczo-
zalezne najczesciej badano erytrocyty owcze
(EO) i albumine surowicy (12, 31, 38, 40), a jako
antygeny grasiczo-niezalezne wielocukier pneu-
mokokéw typu III-WPIII (28, 31, 55).

Wykazano, ze P. acnes w zalezno$ci od cza-
su jego podania myszom, a takze od dawki uzy-
tego antygenu tj. erytrocytéw owczych (EO)
Iub haptenu wielocukrowego pneumokokéw ty-
pu IIT (WPIII), moze wzmacnia¢ lub obnizaé
odpowiedZ immunologiczng. Warr i Sljivic (55)
stwierdzili, ze P. acnes podany na 4 dni przed
wprowadzeniem antygenu EO i na 1 dzied po
wprowadzeniu EO (w dawce 106 komorek) dzia-
lal depresyjnie na komoérki $ledziony tworzace
przeciwciala tzw. ,,Plaque — Forming — Cell”
(PFC). Natomiast przy wiekszej dawce EO wy-
noszacej 108 komorek, drobnoustréj ten (w o-
kresie 7 dni przed i 1 dzien po wprowadzeniu
EO) stymulowal powstawanie PFC w $ledzio-
nie. Howard i wsp. (28) doniesli, ze grasiczo-
niezalezny hapten WPIII wzmagal reakcje two-
rzenia PFC w $ledzionie myszy, ktérym 4 dni
wcezesnie]  wprowadzano  zabite — komorki
P. acnes w dawce 1 mg. Nalezy podkre§lié, ze
w tych warunkach uzyskiwano silniejszg odpo-
wiedZz immunologiczng tylko przy dawce wielo-
cukru 2—50 pg. Natomiast dawki WPIII 0, 1——
0,5 pug nie powodowaly tego efektu.

P. acnes wydaje sie byé aktywniejszym adju-
wantem niz szczep BCG w stymulowaniu od-
powiedzi imunologicznej na antygen EO. Z ba-
dann Raynauda i wsp. (44) wynika, Zze miano he-
maglutynacyjne w przypadku stosowania
P. acnes wzrastalo po 3 tyg. do 1/1280 i po 35
dniach wynosilo jeszcze 1/320, podczas gdy
uzycie BCG powodowalo w tym czasie podwyz-
szenie miana do 1/320.

Mechanizm aktywacji przez P. acnes limfo-

cytéw B, wyrazany wzrostem reaktywnoéci im-
munologlczneJ na antygen grasiczo-niezaleiny
WPIII jest niejasny. Unanue i wsp. (54) do-
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ze pewne adjuwanty labilizujac blony komor-
kowe makrofagow powoduja wzrost koncentra-
¢ji antygenu na ich powierzchni, co stymuluje
limfocyty B iT. W odniesieniu do beztlenowcow
P. acnes uwaza sie, ze drobnoustroje te akty-
wuja makrofagi i limfocyty B, a hamuja limfo-
cyty T (13, 24, 29, 48). Zauwazono przy tym, ze
silne pobudzeme makrofagow moze powodowac
wtorna inhibicje limfocytow B (18).

Dzialanie przeciwbakteryjne i uczulajace

Beztlenowe ,,maczugowce” stymulujgc uklad
siateczkowo-$§rédblonkowy wywolujg u myszy
wzrost niewrazliwodci na infekcje bakteryjne
(2, 16). Collins i1 Scott (16) wykazali, ze poda-
nie dozylne myszom 700 ug zabltych komorek
P. acnes wyraznie hamuje rozw6j wprowadzo-
nych paleczek Salm. enteritidis w dawce ,,chal-
lenge” wynoszace] 10* komorek. Wedlug tych
badan wskaznik zahamowania rozwoju salmo-
nel dla myszy poddanych dziataniu P. acnes wy-
niést 99%, a dla myszy kontrolnych 80%. Nato-
miast myszy, pierwotnie zakaZone bakteriami
Salm. enteritidis, zareagowaly na wprowadzony
antygen tych beztlenowcow — wzmozZeniem
procesu infekcyjnego. Powyzsze wyniki Collins
i Scott (16) tlumaczag stymulacja ukladu ma-
krofagéw, oraz supresja komorek limfocytow T.

Podobnie jak inne bakteryjne immunosty-
mulatory paleczki Propionibacterium wywoluja
nadwrazliwo$é histaminows (1, 3). Wazng role
w tej reakeji przypisuje sie uwalnianym enzy-
mom lizosomalnym. Zgodnie z Adlamem i Scot~
tem (3) najwyzsza efektywno$§é uczulajgca wy-
stepuje na 7 dzien po podaniu beztlenowych
,,maczugowcow”’. Komorki tych drobnoustrojow
ogrzewane w 80°C przez 30 min. nadal zacho-
wuja powyzszg aktywnos$¢. Rowniez alkalizacja
zawiesiny komorek P. acnes do pH 11,1 nie
znosi tych wlasciwosci uczulajacych, a zakwa-
szenie do pH 1,6 tylko czeéciowo je ostabia.

Aktywnos$é przeciwnowotworowa

Poczynione w 1966 r. przez Halperna i wsp.
(23) obserwacje, ze beztlenowce P. acnes posia-
dajg wlasciwo§¢ indukowania u myszy silnej
odpornosci przeciwko miegsakowi J Betza wy-
wolaly wyjatkowo duze zainteresowanie bada-
czy tym drobnoustrojem. W wyniku przepro-
wadzonych badan okazalo sie, ze podobng ak-
tywnos$¢ przeciwnowotworowsq posiadajg szcze-
py réznych gatunkoéw tzw. ,,maczugowcéw” z
rodzaju Propionibacterium (22, 37). Dowiedzio-
no, ze odnosne drobnoustroje stymulujg odpor-
no$¢ skierowang przeciwko réznym co do etio-
logii przeszczepialnym nowotworom jak np.
rak Levisa (46), rak Ehrlicha w formie wysie-~
kowej i guzowatej (14, 23), miesaki (47), wldk-
niako-miesaki (17, 37, 50) oraz gruczolako-raki

wiedli przy niektérych adjuwantach waznej ro- (34, 43) w przeszczepach allogenicznych (35) i
li makrofagéw. Askonas i Jarskova (4) pndah,"a' syngenicznych (3, 37, 46, 53). Ponadlo stwier-
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dzono, Ze beztlenowce Propionibacterium wy-
woluja hamowanie wzrostu nowotworow pow-
stalych zaréwno pierwotnie jak i wtérnie w na-
stepstwie ich przerzutow (23, 37, 46). Na pod-
kreslenie zasluguje, ze indukowana odpornosé
nie jest znoszona przez naswietlenie dawka
200—400 radow dla myszy (37).

Ogodlnie przyjmuje sie, ze dzialanie przeciw-
nowotworowe beztlenowych , maczugowcow”
wigze si@ przed wszystkim z bardzo silng sty-
mulacjg makrofagéw z rownoczesnym pobu-
dzeniem ich podstawowych funkeji cytotok-
sycznych i fagocytarnych (15, 21). Powyzsze
dzialanie najsilniej zaznacza sie przy niskich
dawkach komérek nowotworowych (3,5)<102),
a uzyskana niewrazliwosé trwa 25—50 dni (14).
Towarzyszy temu na ogél silna depresja swo-
istej odpornosci komoérkowej.

Tymektomia i splenektomia nie zmniejszaja
wplywu ochronnego wzbudzonej przez te drob-
noustroje odpornosci. Tymektomia przy poda-
niu P. acnes myszom =zakazonych miesakiem
(po wprowadzeniu metylocholantrenu) tylko
nieznacznie obniza przezywalnos¢ tych zwie-
rzat tj. do 84% w okresie 40 dniowej obserwa-
cji (14). W tym czasie myszy kontrolne (nie
poddane tymektomii) przezywaly w 100%. Ca-
stro (14) tlumaczy to faktem, ze niektére popu-
lacje komorek grasicy (zyjacych ponad 3 tyg.)
s niezbedne dla wywolania immunostymula-
cyjnego efektu odnosnych beztlenowcéw.

Zastosowanie surowicy antylimfocytarnej
(SA), u zakazonych miesakiem myszy, nie ha-
muje wywolanej przez P. acnes aktywnosci
przeciwnowotworowej. Wskaznik przezywal-
no$ci tych myszy przy podaniu SA i P. acnes
wynosil po 40 dniach 83% i po 50 dniach 75%,
a myszy nieuodpornianych tym drobnoustro-
jem odpowiednio 8% i 0% (14). Przedstawione
powyzej wyniki dowodza, ze indukowana od-
pornoéé¢ nie koreluje z aktywnoscig limfocytow.

Przeprowadzone w oparciu o analize $ciany
komoérkowej préby wyjasnienia zwigzku po-
miedzy strukturg immunochemiczng paleczek
Propionibacterium, a ich funkcjg immunosty-
mulacyjng, pozowolily ustali¢ szereg zupelnie
nowych faktow (5, 6, 47). Jak wykazano, w $cia-
nie komoérkowej wystepujg przede wszystkim
cukry (glukoza, galaktoza i mannoza), muko-
peptyd (alanina, kwas glutaminowy, «, ¢ kwas
dwuaminopimelinowy, glicyna, kwas murami-
nowy i glukozamina w stosunkach molarnych
4:2:2:2:1:1) oraz kwasy tluszczowe (izo —
Cis, 1 — Cy5, n — Cyq,i20 — Cy7, n — Cy7in —
Cig). Gléwnym kwasem tluszczowym stwierdza-
nym u wszystkich gatunkéw Propionibacterium
jest kwas izo-pentadekanowy (izo — Cyg), a u
P. acnes dodatkowo — kwas palmitynowy (n —
Cie). Sciany komérkowe beztlenowych ,,maczu-
goweow” w dawce 100 mceg posiadajg wiasci-
wosci wzbudzania mitogenezy komorek T i B
oraz komoérek $ledziony traktowanych surowicg
anty T (6). Azuma 1 wsp. (6) wigza wlasciwosci
mitogenne tych drobnoustrojéw z dzialaniem
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calej frakeji mukopeptydowej. Natomiast przy-
puszczalng podjednostke molekularng, odpo-
wiadajacg za aktywnos¢ jako adjuwantu, ma
stanowi¢ N-actylo-muramyl-dwupeptyd.

Konczace ogélne omawianie wlasciwoscei ,,ma-
czugowcow’’ Propionibacterium jako immuno-
stymulatorow nalezy tez wspomnieé¢ o zache-
cajacych probach wykorzystania tych bakterii,
lacznie z cystotatykami, w terapii przeszcze-
pialnych nowotworow zwierzecych (17, 20). W
swietle tych badan bardzo ciekawie zapowiada-
ja sie proby praktycznej implikacji tych drob-
noustrojéw przy immunoterapii nowotworéw
cztowieka (27, 30, 36). Ponadto niezwykle inte-
resujace wyniki daly ostatnio przeprowadzone
badania w Japonii, wykazujace stale wystepo-
wanie beztlenowcéw Propionibacterium w szpi-
ku kostnym zdrowych ludzi i zanikanie przy
raku zoladka (25, 26). W zwiazku z powyzszym
powstaje przypuszczenie, ze beztlenowe ,ma-
czugowce” moga spelnia¢é w organizmie rolg
naturalnych immunostymulatoréw przeciwno-
wotworowych.

Pi§miennictwo

1. Adlam C.: J. med. Microbiol. 6, 527, 1973.

. Adlam C., Broughton C. E. Scott M. T.: Nature, Lond.

(New Bml) 235, 219, 1972.

Adlam €., Scott M. T.: J. med. Microbiol. 6, 261, 1973.

Askonas B A., Jaroskova L.: Developmental Aspects of

Antibody Formatlon and Structure, Acad, Press, New York

1970.

5. Azuma I., Sugimura K., Taniyama T., Aldin A. A, Yama-
tura Y.: Jap. J. Microbiol. 19, 265, 1975.

6. Azuma 1., Taniyama T., Sugimura K., Aldin A. A. Yama-
mura Y.: Jap. J. Microbioel. 20, 263, 1876.

7. Benacerraf 8., Sebestyen M.: Fedn. Proc. 16, 860, 1957.

8. Biozzi G., Bena{.earuf B Grumbach F., Halpern B. N.,
Levaditi J., Rist N.: Anuh. Inst. Pa%teur Paryz 87, 291
1954.

9. Biozzi G., Benacerraf B., Halpern B. N.: Br. J. exp. Path.
36, 2206, 1935

10. Biozzi G., Halpern B. N., Benacerraf B., Stiffel C., Mouton
D.: C. r, Seanc. Soc. B101 Paryz 150, 317, 1956.

11. Blozzi G., Stiffel C., Halpern B. N., Mouton D.: Rev. franc.
etud, Clin. Biol. 5, 876, 1960.

12. Biozzi G., Stiffel C., Mouton D., Bouthillier Y., Decreuse-
fond C.: Immunology 14, 7, 1968.

13, Castro J. E.: Europ. J. Cancer 10, 115, 1974.

14, Castro J. E.: Europ. J. Cancer 10, 121, 1974.

15. Christie G. H., Bomford R.: Cell. Immunol. 17, 141, 1975.

16. Collins F. M., Scott M. T.: Infect. Immun. 9, 863, 1974.

17. Currie G. A., Bagshave K. D.: Br. med. J. 1, 541, 1970,

18. Dreser D. W.: Europ. J. Immun. 2, 50, 1972,

19, Fisher J. C., Grace W. R., Mannick J. A.: Cancer, Philad.
26, 1379, 1970.

20. Fisher B., Wolmark N.: Cancer Res. 36, 2241, 1976.

b2

e

21. Ghaffar A., Cullen R. T., Woodruff M. F. A.: Cancer 31,
* 15, 1975.
22. Giambianco V., Armani G., Falcone G.: Annali Sclavo 8§,

821, 1966.

23. Halpern B. N., Biozzi G., Stiffel C., Mouton D.: Nature,
Lond. 212, 853, 1966.

24. Halpern B. N., Prevot A. R., Biozzi G., Stiffel C.,, Mouton
D., Morard J. C., Bouthillier Y., Decreusefond C.: J. Reti-
culoendothel. Soc. 1, 77, 1964.

95. Hattori T., Mori A.: Gann 64, 7, 1973.

26. Hattori T., Mori A.: Gann 64, 15, 1973.

217. Hirshaut Y., Pinsky C. M., Wanebo H. J. Oettgen H. F.:
Ann. N. Y. Acad. Sci. 277, 252, 1976.

28, Howard J. G., Christie G. H.,, Scott M. T.: Cell. Immunol.
29, Howard J. G., Scott M. T., Christie G. H.: Immunopoten-
tion, Associated Scientific Publishers, Amsterdam 1973.
30. James K., Clunie G. J. A., Woodruff M. F. A, McBride

W. H., Stimson W. H., Drew R., Catty D.: Br. J. Cancer 32,

31. James K., Ghaffar A., Milne I.: Br. J. Cancer 29, 11, 1974.

32, Kind L. S.: J. Immun. 82, 32, 1959,

33. Leikhite V.: J. natl. Cancer Inst. 55, 985, 1976.

34. Leikhite V., Halpern B.: Cancer Res. 34, 341, 1974.

35. McIntosh I. H., Thyne G. S., Bejrajati P., Greening W. P.:
Lancet 9, 803, 1976.

36. Mantovani A., Tagliabne A., Vecchi A., Spreafico F.: Europ.
J. Cancer 12, 113, 1976.

37. Milas L., Hunter N., Withers H. R.: Cancer Res. 34, 613,
1974.

38. Neveu T., Branellec A. Biopzi G.: Annls Inst. Pasteur,
Paryz 106, 771, 1964.



Nr 11

39. O’'Neill G. J., Henderson D. C., White R. G.: Immunology
24, 977, 1973.

40. Pike M. C., Snyderman R.: J. Immun. 117, 1243, 197G.

41. Pinecard R. N., Weir D. M., McBride W. H.: Ciin. exp.
Immunol. 2, 343, 1967. 5

42. Prevot A. R., Tran Van Phi J.: C. r. hebd. Seanc. Acad.
Sci. 258, 461, 1964.

43, Purnell D. M., Otterstrom J. R., Bartlett G. L., Kreider
J. W.: J. natn. Cancer Inst. 56, 1171, 1976.

44, Raynaud M., Kouznetpove B., Bizzini B., Chermann J. C.:
Annls Inst. Pasteur, Paryz 122, 695, 1972.

45. Remacle — Bonnet M. M., Pommier G. J., Kaplanski S.,
HRanee R. J,, Depieds R, C.: J, Immun, 117, 1145, 1876,

46, Sadler T. E.,, Castro J, E.: Br. J. Cancer 34, 291, 1876,

47. Saino Y., Eda J., Nagoya T., Yoshimura Y., Yamaguchi M.,
Kobayashi 1. Jap, J, Microbiol. 20, 17, 1974,

48, Scott M. T.: Cell. Tmmunel, §, 469, 1972

 MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXIII

49. Scott M. T.: Cell. Immunol. 5, 469, 1972,

50, Scott M. 7., Bomford R.: J. natn, Cancer Inst. 57, 555, 1976.

51. Smith S. E., Scott M. J.: Br. J. Cancer 26, 361, 1972.

52. Symon D. N. K., MCKay I. C., Wilkinson P. C.: Immunology
22, 267, 1972.

53. Tuttle R. L., North R. J.: J. natn. Cancer Inst. 55, 1403,
1975.
54, Unanue E. R., Askonas B. A., Allison A. C.: J. Immun, 103,

71, 1969.
55, Warr G. W., Sljivic V. S.; Clin. exp. Immun. 17, 519, 1974.
56, Wilkinson P. C., O'Neill G. J.,, Wapshaw K. G.: Immuno-
logy 24, 997, 1973.
57. Woodruff M. F. A., Boak J. L.: Br. J. Cancer 20, 345, 1966,
58, Yuhas J. M., Ulrich R. L.: Cancer Res. 36, 161, 1976.

Adres autora: doc., dr habil. Zygmunt Cygan, ul. Stowicza
2 m 7, 20-336 Lublin.

Mikrometoda zahamowania hemaglutynaciji
(HI) w przeglgdowych badaniach serologicznych
bydta w kierunku wiruséw : parainfluenzy 3 i REO

Z Zaktadu Higicny Weterynaryjnej w Warszawlie

Wprowadzenie na szerszg skale przeglgdo-
wych badani serologicznych w diagnostyce wi-
rusologicznej wymaga zastosowania tanich i
szybkich testéw. Do takich nalezg miedzy inny-
mi préby hemaglutynacyjne wykonywane
uprzednio wystandaryzowanymi mikrometoda-
mi. Jest to szczegolnie istotne w diagnostyce
laboratoryjnej zlozonego etiologicznie ,,zespolu
oddechowego” bydla (6).

Celem pracy bylo sprawdzenie mozliwosci
przegladowego badania surowic mikrometoda
zahamowania hemaglutynacji w kierunku wi-
ruséw: parainfluenzy 3 i REO z zastosowaniem
dostepnych zestawow i reagentow.

Material i metlody

Surowice (ogbélem 612 préb) od klinicznie zdrowego
mlodego bydta hodowlanego pobrane losowo z 16
gospodarstw na terenie wojewddztw: slolecznego-war-
szawskiego, ciechanowskiego, ostroleckiego i siedlec-
kiego w miesigcach listopad — kwiecien. Niezhemoli-
zowane surowice przechowywano w zamrozeniu w
temp. —40°, Surowica kontrolna dodatnia — biwalent-
na surowica cieleca p-w wirusom PI3 i IBR z Insty-
tutu Chordéb Zakaznych i Inwazyjnych Wydz. Wet.
SGGW-AR; surowica kontrolna ujemna — od zdro-
wych cielgt ze stada LPH (Limited Pathogen Herd) z
Centralnego Laboratcrium Weterynaryjnego w Wey-
bridge — WI1k. Brytania. Wirusy: liofilizowane szczepy
wirusa PI3 — Izwar (z Inst. Ch. Zak. Inw. Wydz. Wet.
SGGW-AR) oraz SF4, T1 i szczepy wirusa REO1 =z
CLW — Weybridge. Do absorpcji nieswoistych inhibi-
toréw przy antygenie REO stosowano Arcton 113
(Cl3-CF3) prod. ICI, Mond Div. Runcorn Cheshire,
Anglia, do absorpcji surowic — 25% kaolin. Krwinki
konserwowano w plynie Alseversa, jako rozcienczalni-
ka uzywano plynu dekstrozowo-zelaiynowo-weronalo-
wego — DGV (3). Do badan z wirusem PI3 stoso-
wano 1,0% krwinki §winek morskich, z wirusem REO
krwinek ludzkich — grupy ,,0” pochodzacych od réz-
nych dawcow.

Badania prowadzono w zestawach do mikrometody
Takatsego (wariant U) o 96 basenach pojemnosci ca

0,2 ml z mikromieszalnikami do przenoszenia plynu
przy sporzadzaniu rozcienczen o poj. 0,025 ml (prod.
Labor Mim, Laboratériumi Felszerélesek Gyara, Bu-

* dapeszt, Wegry). Ponadto stosowano: strzykawki auto-

matycezne, probéwki Durhama i pleksiglasowe plyty
(wzir WHO) do badan serologicznych zawierajgce po
80 basendow o pojemnosci ca 1,56 ml, Przygotowywanie
antygendw: szezepy wirusowe namnazano w dwﬁc.h
kolejnych pasazach na hodowlach pierwotnych komo-
rek embrionalnej nerki cielecej. W przypadku wirusa
REOL1 zbiér wirusa uzyskany po dezintegracji hodow-
li byl traktowany arctonem wg metody opisanej przez
Chapmana (4) i odwirowany. o
Przygotowywanie surowic: surowice do préb 1na1_<ty-
wowano w probéwkach Durhama (56° — 30 min.).

Ryc. 1. Wykonywanie rozcieiczerh w mikrometodzie HI
Fot. J. Holly
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