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3. Szczepionka ,,Polivac" moze byc dopusz-
czona do dalszych prób w u,arunkach terencl-
wych - w celu wypróbowania iej właściwości
ochronnych na większym mtrteriale zrł,ierząt i iv
L,óżnych warunkach środowiskowych.
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Izolacja imrrrunoglolrulin klas IgG, IgM i IgA
Izolację oczyszczonych k]as immunoglobulin

kt;niecznych do immunizacji krolików wykonir-
r]o w opalciu o technikę podaną przez Butlela
i wsp. (6), Badania wstępne wykazały koniecz-
rrość niewielkich modyfikacii powyższej tech-
niki. Przy izolacji immunoglobulin klasy IgG,
ab;l ułatwić dalsze oczyszczanve już w etapie
wstępnym do surowicy niedializowanei doda\Ą/a-
no uprzednio przygotowany sephadeks DEAE
A-50 (preparat ."v formie Cl ) w ilości 10 g na
50 ml surowicy. Preparację wstępną przeprowa-
dzono dwukrotnie. W przypadku klasy IgM ba-
dania kontrolne łvykazały, że celem uzyskania
wysokiego stopnia czystości niezbędna jest chro-
rnatogra.fia na DEAE-celulozie, która została wy-
ważona bltforem fosforancwym o pH 6,3, Elucię
przeprolvadzono za pomocą gradientu linearne-
go. W ten sposób otrzymano trzy frakcje białko-
we. Frakcja I uzyskana po chromatografii na
DEAtr-celulozie i rechromatografii na sephłr-
cleksie G-200 jest czystą giobuliną IgM. W odnie-
sieniu do immunoglobulin klasy IgA konieczne
było za-stosowanie rechromatografii na sepha-
deksie G-200. Stopień czystości wyizolowanych
k]as kontrolowano spektrofotometrycznie przy
dług. fali 280 ;rm (spektrofotometr ,,Specot,d"
UV-Vis) ol,az metodą immunoelektroforezy.

Otrzymywanie surowic odpornościowych swois-
tych dla poszczególnych klas immunoglobulin
Surołvice uzyskano drogą ucdpornienia króli-

ków. Jednorazowa dawka antygenu w cyklu im-
munizacyjnym wynosiła dla poszczególnych
klas: IgG 2-6 mg, IgM 2,5-B mg, IgA 5-10
mg. Antygen podawano domięśniowo z komple-
tnym adiuwantem Freunda. Okres immunizacji
wynosił dla poszczególnych klas od 6-8 tygodni.
Króliki skrwawiano po ośmiu dniach od ostat-
niej iniekcji, kiedy miano precypitacyjne suro-
wic wynoslło od 1:2560 do 1:6120. Swoistość
uzyskanych surowic kontrolowano w reakcjach

Zoslosowonie ilościowego oznaczonio klos
immunoglobulin surowiczych u bydło
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Naibardziej swoistvmi cechami immunoglobLr-
lin są ich właściwości immunogenów i plzeciw--
ciał. Dzięki tym właścirvościom immunoglobu-
liny są iednym zk\uczowych czynnikó\^/ warun-
kujących humoralną odporność przeciwzakaźną
(9). Szczególnie ważną lo1ę białka te odgi,ywają
w kształtowaniu odporności u zwierząt nowo na-
rodzonych (9, 24). Ponadto immunoglobuliny
pełnią w organizmie szereg funkcii nieswoistych,
Między innymi wpływaia na utrzymanie ciśnie-
nia osmotycznego oraz biorą udział w procesach
katabolicznych organiznru.

Szczególna rcla immunoglobulin w organiznrie
spowodowała szybki postęp wiedzy w dziedzi-
nie immunologii doświadczalnej. Aspektem
praktycznym tych badań bvło wprowardzenie
przez Manciniego i wsp. (20) metody radialnej
immuno dyf uzi i do ilościowego oznaczania pozio-
mu poszczególnvch klas immu.noglobulin. W o-
statnim dziesięcioleciu metoda ta znalazła sze-
lokie zastosowanie rv medycynie do diagnozo-
wania szeregu zespołów chorobowych, którym
towarzyszą hipogammaglobulinemie lub dvsga-
mmaglobulinemie (5, B). Metoda Manciniego i
wsp, stosowana jest także do określania poziomu
immuno globulin w zespołach chorobowy cl:r zul ią-
zanych z nadprodukcją tvch białek oraz substan-
cii takich, jak: białko C-reaktywne, globulina
B1", transferyna (26).

Odmienna budowa łożyska, a tvm samvm in-
ny mechanizm przekazvwania odpolności mat-
ki na potomstwo warunkuie, ze w wetervnai,ii
badania poziomu immunoglobulin mogą mieć tl
wiele większe znacze' Iie praktyczne. Szczególne
zainteresowanie w światowej immunologii wete-
t,ynaryjnej wzbudza mechanizm przekazyrn,ania
immunoglobulin drogą siary oraz początkowy
okres ich syntezy u młodych zwierząt (3, 25, 29,
31). Mimo to w polskim piśmiennictwie wete-
rynaryjnym brak jest doniesień dotyczącvch
oceny stanu odporności zwierząt w oparciu o i1o-
ściowe oznaczenie poziomu poszczególnych klas
immunoglobulin. Stąd też wydaje się słusznynr
przedstawienie możliwości wykonania oraz wy-
korzystania tej metody do celów badawczych,
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ki,zyżowych ,ov odczynie immunodyfuzji o1,az
immunoelektroforezy. Sulowice pl,zechorv;",rva-
no w stanie zliofilizowanym.

Standaryzacja surowic swoistych

Standaryzację surowic swoistych przeprowa-
dztlno w oparciL1 o metodę Feya i wsp. (11) w
stc,sunku do poszczególnych klas imrnunoglobu-
lin rv następujących zaki,esach stęzeń: klasa IgG
t.,d 1.4 mgim1 do 60 mg/ml, IgM od 1,0 mg/ml
do ?.0 mg/ml. IgA ocl 0,08 mg/ml do 2,5 mglml.
w),niki uzyskane dla próbek standardowych na-
tlielsiono ną wvkres. umieszcza,iąc na csi odcię-
tvch wartości śred_nicy pierścienia prec;,pitacyj-
nego w mm, na osi i,zędnych logai:ytm stęzenia
pr,,ibki standai,dowej.

Technika lvykonania ozmaczeń

Sllrrrderi,yzorvaną surowicę swoistą dla da_nej
klasy mieszano w stosunku I:l z 301r rozt\,/ollem
agarozy lozpllszczonej w bufolze weronalowyln
rl pH 8,6 i sile jonowej 0.1. Mieszaninę sur-owic;v
z agarozą rł, ilości 10 ml wyle.uvano na płytki
szklane o rv_vmiarach 6X9 cm. Następnie r,,,,yci-
nalno baseniki. Do baseników tych wkraplano
(],1 ml surowicy. w której zamierzano oznaczyć
poziom immunoglobulin danej klasy. Minimalny
czas potrzebny Co osiągnięcia końcowej wielko-
ści średnic_v- precypitatu wynosił dla klasy: IgG
12 godzin, IgM 24 godziny, IgA 36 godzin, Po-
ziom klas immunoglobulin w badanych sur-owj-
circh odczyf1l1yąno przez polównanie średnic
r,tzyskanych pier,ścieni plecypitacvjnych z w},-
kresert uprzednio spolządzonej krzyulej stan-
Cai,dowej .

Dotychczas w ocenie poziomu białek odpol,no-
ściclwych wykorzystvwane były naiczęściei te-
sty oparte na koloidowej chwiejności białek
(pl,óba z sialczynem sodu lub siarczanem cynku)
oraz metoda elektroforezy. Już pierwsze bada-
nia nad identyfikacją i rolą poszczególn5lch klas
immunoglobulin w organizmie spo,wodowały, że
c'Lotychczasowe metody stały się mało przvdatne
rv badaniach naukorvych oIaz w diagnostyce
immunologicznej. Stąd tez aktualnie do oceny
poziomu immunoglobulin w organizmie stoscl-
wana jest metoda radialnej dyfuzii Manciniego
i wsp. (20) lub Faheya i McKelveya (10). Mody-
fikacja Faheya i l/IcKelveyaróżni się od metody
klasycznej tym, że autorzy zastosowa],i między
innymi odmienną metodę oceny wyników. Za-
pfoponowane przez Faheya i McKelveya mierze-
nie średnic precypitatów zabezpiecza niezbędny
stopień dokładności wyników w badaniach nau-
kowych oraz wyraźnie zwiększa możliwość za-
stosowania metody do badań rutynowych. W
dotychczasowych badaniach dotyc zący ch zacho-
wania się poszczególnych klas immunoglobulin
można wyróżnić następujące kierunki:

- próby określenia nol'm poszczególnych klas
immunoglobu].in w zalezności od stanu fiz-
jologicznego oraz warunków środowisko-
wych,

-- badania nad określeniem minimalnych pozio-
nów zabezpieczających młode zwierzęta
.przed zachorowaniem,

- r,ola poszczególnych klas immunoglobu]in w
cldpowiedzi organiznru rra zakażenie,
prób;l zastosowania ilościowego oznaczania
immunoglobulin w badarriach procesów im-
munologiczn).ch przebiegających z nadpyo-
dukcją tych białek.

litlla i znaczenie irnmunoglclbulin w kształto-
rvaniu cldporności spowodc,wały konieczność
opi,acrlwa,nia norm fiz1ologicznych dla poszcze-
gólnych klas tych białek. Większość dotychcza-
sowych obserwacji mą najczęściej charakteI,
fragmentaryczny. Roesti i Fey (27) określili po-
ziom immunoglobulin u bydła rasy simentaler.
Autorzy ci wykazali różny poziom immunoglo-
bulin u bydła wypasanego na pastwiskach nizin-
nych i na pastwiskach górskich. George i LaMot-
tc (16) badali wpływ żywienia bezsiarowego na
p<.lziom immunogiobulin kiasy IgM oraz podklas
IgGl i IgG2 w surowicy krwi w pierwszym okre-
sie po urodzeniu. Poziorn immunoglobtłlin klas,v
IgM vr zależności od l,vieku określali Williams
i Maxwell (35).

Badania dotyczące wpływu okreśIonych sl:r-
nów fizjologicznych bądź warunków śr,odowis-
kowych na zachowanie się poziomu białek od-
pornościorł,ych prowadzili także inni autofzy.
Jednakże aby badania takie mogły mieć wartość
plaktyczną winny uwzględniać zarówno stan fi-
zj<-iogiczny organizmu jak też wpły,"v podstawo-
r,rzych warunków środowiskowych parame-
ti,ólv. któle często decydują o poziomie poszcze-
qóin.,,ch rodzaiów białek odpornościowych.

W warunkach krajowych określony został po-
ziom immunoglobu.lin klasy IgM w surowicy
krów ciężarnych, w sialze oraz w surowicy cie-
ląt w pierwszych 12 tygodniach życta w prze-
ciętn;lch warunkach zootechnicznych (28). W
tr-akcie opra.cowania są normy fizjologiczne dla
pc-lzostałych klas immunoglobulin. Prowadzone
badania obejmorvać będą także wpływ warun-
ków środowiskowych na poziom białek odporno-
ściowych klas IgG, IgA i IgM u krów w ostat-
nim miesiącu ciąży, w siarze oraz u cieląt.

Niektórzy autorzy podjęli próbę określenia
minimalnych poziomów klas immunoglobulin
zabezpieczających cielęta przed zachorowaniem.
Carrol i wsp. (7) podają, że najniższym pozio-
mem immunoglobulin, pozwalającym cielętom w
wieku do 5 tygodni uttzymać się przy życiu, jest
zawartość klasy IgG w ilości nie niższej niż 7,5
mg/m1 i klasy IgM 0,B mg/ml. Nieco inne war-
iości podają dla cieląt 24 godzinnych Logan i
wsp. (19). Według tych autorów poziom immu-
rroglobulin klasy IgG w zakresie 3,0-5,6 mg/ml
oraz klasy IgM 0,12-0,47 mglml wskazuje na
stan hipogammaglobulinemii i usposabia do wy-
stąpienia zakaźnych biegunek, Poziom immuno-
globulin klasy IgA w tei grupie cieląt wahał
się od 0,87-0,94 mg/ml. Block i wsp. (4) przyi-
mują dla cieląt w wieku 1-2 dni jako stęzenie
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kL,ytyczne do wystąpienia choL,ób zakaźnyclr
t;gólny poziom immunoglobulin 15-20 mg/mi.
Nulty i wsp. (22) badając całkowii;r poziom irn-
inunoglobulin u cieląi w pielwszych 3 tygod-
niach życia, za stęzenie usposabiaiące do wystą-
pienia biegunek zakaźnydn uznali poziom 30
mg/ml.

Niewieie jest takze doniesień dotyczącvch po-
ziomu pclszczególn;.ch klas immunoglobulin za-
bezpieczających cielęta pI,zed chorobami zakaź-
rrymi. Carrol, i wsp. (7) wykazali, że cielęta u
któt,ych poziom immunoglobulin klasy IgG prze-
kt,acza 30 mg/ml są niewrazliwe na zakazenie
L,cltawirusem. Natomiast Williams i wsp. (3a) ba-
daiąc zachowanie poszczegolnych klas immuno-
gl<;bulin pl,zy .,zespole oddechowym" u cieląt.
r,vykazali wyraźny wzrost w ogólnym potencja-
]e immunoglobulinowym podklasy IgG1. Auto-
t,zy ci sugel-ują, ze wzrost ten jest wynikienr
stymulującego działania laczej czynnikórv bak-
teryjnych, a nie wirusowych.

Szereg autorów zajmowało się także za\eżno-
ścią między poziomem poszczególn;rch klas im-
rrrunoglobulin a podatnością zrvierząt na chorcl-
by bakteryjne. W tej grupie badań najlicznici
leplezentowane są prace dotyczące roli immu-
noglobulin w zakażentach u cieląt rvywołanych
pałeczką okrężnic;, (14, 18, 30). Uzyskane do-
tychczas rezultaty wskazują jedynie na istotną
i,olę immunoglobulin klasy IgG, IgM nie precy-
zują iednak, jaki poziom immunoglobulin posz-
czególnych klas zapobiega kolibakteriozom u
cieląt. Badania dotyczące zachowania się posz-
czególnych klas immunoglobulin w innych cho-
L,tlbach bakteryjnych także nie dały 1ednoznacz-
rrej odpowiedzi co do roli i poziomu poszczegóI-
nych klasy tych białek w zabezpieczeniu cieląt
ptzed zacŁlorowaniem (,l, 12, 13, 15, 33, 37).

Wielu autorów stosowało metodę ilościowegtl
tlznaczartia poszczególnych klas immunoglobu-
Iin w badaniach nad odpowiedzią gruczołu mle-
kowego na zakażenia bakteryjne. W tei grupie
badań istotną rolę wydaią się mieć badania, któ-
re staraią się wyiaśnić znaczenie poszczególnych
klas immunoglobulin w chorobach gruczołu
mlekowego w zalezności od czynnika etiologicz-
nego (2, 17). Niewielkie znaczenie praktyczne
mają natomiast badania, których celem jest
określenie pojawiania się immunoglobulin klasy
IgA w mleku jako testu wskazującego na subkli-
niczne zakażenie (2l).

Bvły takze czynione próby zastosowania me-
todv ilościowego oznaczania immunoglobulin do
ocenv stopnia odpowiedzi immunologicznej na
niektóre szczepionki eksperymentalne. Behymer
i wsp. (2) oceniali skuteczność szczepień prz_\,
użyciu Coriella burnettż. Natomiast Wilson i
wsp. (36) badali odpowiedź u bydła na wprowa-
dzenie antygenu korpuskularnego E. colż.

Metoda ilościowego oznaczania immunogoblr-
lin znaiduie także zastosowanie w badaniach
lednostek chorobowych lub zespołów chorobo-
wych, pi,zebiegających z nadpl,odukcją tych bia-
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łek. Jcdnakże interpretacja uzyskiwanych rezul-
tatów rv tej grupie schorzeń jest szczególnie
skomplikovrana. Wynika to bowiem z jedne.1
strony z odmiennego zachowania się wirusa \\,
komórce (ziawisko replikacji), z drugiej zaś ze
,złożonej etiologii tej grupy schorzeń. W ze-
społach chorobowych przebiegających z nad.pro-
dukcią immunoglobulin można obserwować za-
równo typowe zmiany nowotworowe, występu-
iące lv szpiczaku i makroglobulinemii oraz prze-
biegające bezobjawowo zaburzenia białaczkowe.
U cieląt do diagnostyki białaczek ilościowe ozna-
czanie poszczegóJ.nych k],as immunoglobulin
pr,óbowali wykorzystać Trainin i wsp. (32).

Byłv czynione takze próby bliższego pozna-
iria etiopatogenezy innych chorób wirusclwych
u zwierząt przy zastosowaniu ilościowego ozna-
czanla immunoglobulin. Dotyczy to głównie ch<l-
L,oby aleuckiej u norek i fretek olaz niedokrwi.-
stości zakaźnej koni (23, 34).

Badania dotyczące zachowania się ptlziomlt
immunoglobulin są szczególnie isttltne w okresic.
intensyfikacii produkcii zwierzęcei. Zacb,odz,\
bowiem wówczas konieczność rvykoi,zystywa-
nia materiału hodowlanego o bardzo zrożntco-
wanym potencjale odpcrności. Zwierzęta szcze-
qólnie w fermach opasowych są gromadzone z
różnych ślodc.-łisk hodowlanych pracujących net
bardzo zrożnicowanych technologiach. Stąd też
w-cześnieisze rozpoznanie stanu odporności ta-
kiei populacii cieląt dałoby podstawy do pcd-
jęcia lvłaścilvych akcji profilaktycznych w cza-
sie. kiedy nozna byłoby maksymalnie clglani-
czyc straty ek<lnomiczne.
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Wplyw ompicyliny no przebleg doświodczoinej

listeriozy u myszy szczepu Bolb/c
z zaliladu Mikrobio]Osii lnstyttrtLr

Listerioza u zwierząt moze przebiegać w for-
mie objawowego 1ub bezobjawowego zakazenia.
Postacie objawowe najczęściej występują jako
ostre zapalenie opon i mózgu, posocznice ze
zmianami martwiczymi w narządach miązszo-
w5,ch, rzadziej inne, bardziei łagodne postacie.
Ckreśloną sprawą jest również hysterotropizm
pałeczek listerii, co powoduje poronienia u
owiec ciężarnych i bydła w wyniku przenikania
baktei,ii przez łożysko (10, 14, 75, 26).

W piśmiennictwie krajowym najwięcej infor-
macji dotyczy listeriozy owiec (13, 14, 31, 36,
37); u innych zwierząt listeriozę w kraju opisy-
wano rzadziei (6, 7, 74, 18, 24).

Uderzające jest podobieństwcl form klinicz-
nych listerioz-r u zwierząŁ i u ludzi (4, 75, 25,
26).

Zwraca się uwa§łę na rvystępowanie dość
częstego nosicielstwa pałeczek iisierii u róznych
zlvs,etząt (1, 10, 19, 26), a w ostatnich latach
problem ten nabiera również znaczenia u ludzi
(I7, l9, 26).

Właściwe, wczesne postępowanie chemiote-
rapeutyczne w listeriozie zwierząt iest istotne,
bowiem może ona powodować dr-rże straty eko-
tromiczne w wyniku masowego padania chorych
zwierząt (1, 10, 15, 26).

O skuteczności wielu chemioterapeutl,ków
rv leczeniu listericzy u 1udzi wiadomo jes': or1
dawna.

Celem obecnej pracy było dokonanie occny
skuteczności ampicyliny w dclświadczalnej li-
steriozie i ustalenie davrek terapeutycznycll,
Nalezy zaznaczyć, że w określonych sytuacjaclr
leczenie zwierząt chorych na listeriozę jcsi
niezbędne.

Materiał i nletody
I. Oznac,zanie alktywntości arnLpricyliny rvobec szczepów
Listeria lnonocljtogenes lv warunkach in o-itro,

1. Preparat
S,tosorł-alno sól so,dową ampicylilnv (s. 4S-620 Mal-

sing o mocy btiologicznej 920 tlg/mg). Pre,:ar.at otrzy-
mano z Tarchom,,ińskich zakładów Farmaoeutvcznvch
.,Polfa" w Warszawie.

2. Szczepy bakteryjne
Do badań uż;rto 33 szczepy Lźsteria monocgtogenes
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należące do wszysttkich grup serologicznych od 1 do 7

z podgrupami (33), Szczepy te stanorviły przeważnie
szczepy referencyjne. Część z niah pochodziła z koldk-
cji własnej, izolowano je z m6zgu owcy (36), smółki
nolł,orodkra (35) i rvody (34).

3. Oznaczenie wrażl,iwości szczepów Listeria nlono-
cgtogenes na arrlpicylinę metodą rozcieńczeniową w
p,odlożu stałym.

Stosowano stałe podłoże MuelLler-Hintona. do klór,e-
go dodawano arnpicylinę w stęż,eniach od 10'24 do
0,003 p8/m1 podłoża. Na powierzchnię podłóż posiewa-
no badane szczepy L. monocgtogerr,es stanowiące 18-
goclz. bulionową hodowlę inkubowaną -w temp. 3,7oC,
nierozcieńezoną i rozcieńczoną 1000-'krotnie. Do posie-
wu używano inokułurm zawierające około BX10? ko-
mórek i około BXlOs komórok/l ml. Posiane podłoża
inkubowano ""v ternp, 3|toC przez 11B godz. Po tylrr:' cza-
sie okreśIano najmniejsze stężen a ampicyliny hamują-
ce wzrost szczepów (MIC).

4. Oznaczenie wrażliwości szczepów Listeria mono-
c]Jtcgenes na ,ampicylinę midtodą rolzcieńczerniową w
pc,,l1ożu płynnym.

W tej metodzie oznaczenia MIC dokonano dla 4 wy-
branych szc,z-,epów L. monocgtogenes. Stosowano płyn-
ne po,dłoże Mueller-Hintona, do któ,rego dodawano róź-
ne stężenia arnpic1,liny. Do 5 ml poCłoża z ampicyliną
dodawano 0,1 ml buliono,wej ho,dowli szczepów L. mo-
noclltogenes. Odczytu dokonywano po 1l8 godz. inku-
bacji w temp. 37oC.
II. Olznaczanie alktylłłności ampicyllrny w warun <ach
In LlLDo.

l. Wyznaczanie LD56 Listerża monocatogenes dla
m}Ęzy szczep,u Ba[,b/c

WJ,lkiornarno do,świadczenia zmierzające do określenia
dawki ,zakaża,l'ącej L, monocutogenes dła białych my-
szy s,zczepu Balb/c. W tl,rn celu myszy zaihażano dożyl-
nie wprołvadzaiąe 0.2 ml 48 godz. odpowiednio roz-
cieńc,zonej hodo,wli bulionowej inkubo,wanej w temp,
22oC. W doświa,dcze,niach in tiuo używano referen-
clrjny szczep Listerża lnonocatogenes należący d,o se-
rotyou 4b. Grupy mvszv 7iczyly po 10 sztuk. Obser-
rrlacię prowadzono przez 14 dni, no,tując licz-by myszy
padłych w koleinych dniach obserwacji.

2, Wyznacz,anie dawki ochraniającej (PDso) ampicy-
li., dla mysrzy z dtoświadczalną lis'teriozą.

Myszy w grlłoach p,o 10 sżtuk zal<ażano drogą dożyl-
n. ,,oCaiac w objeiości 0 2 m około 1X10l komórek/1 q
,,vagi mvs::v. co stanorłliło LDlnn na 4 dzie6 obserwacii
Po 30 rnin. i po 4 eodz. od momen,tu zakażenia,myszom
podawano amoic;zlinę droga doulsltną. Dawlki podawa-
n]rch ore aratów rv poszczepólnych grupach mysz],
rł,vnosiły: 2048 702:4. 5l2, 25,6. 12B, 64, 3ż, t,6, 8 i 4
mg/kq wagi myszy Myszv obserwowano przez 14 dni.
notując Iiczbe padłvch r,wierząt rv koleinych dniach
obserwacji.

3 Wyz,naez.anie da.,vki terapelttycznej (CD;l) ampi-
cylinv dJa rnyszy ,z doświiardczal,ną lirslteriozą,
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