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3. Szczepionka ,,Polivac” moze byé¢ dopusz-
czona do dalszych prob w warunkach tereno-
wych — w celu wyprébowania jej wlasciwosei
ochronnych na wiekszym materiale zwierzat i w
roznych warunkach srodowiskowych.
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Zastosowanie ilosciowego oznaczania klas
immunoglobulin surowiczych u bydta

7 Instytutu Chorob Zakaznych i1 Inwazyinych Wydzialu Weterynaryjocgo AR w Lublinie

Najbardziej swoistymi cechami immunoglobu-
lin sg ich wlasciwosci immunogendéw i przeciw-
cial. Dzieki tym wlasciwosciom immunoglobu-
liny sg jednym z kluczowych czynnikéow warun-
kujgeych humoralng odpornosé przeciwzakazng
(9). Szczegdlnie wazna role bialtka te odgrywaja
w ksztaltowaniu odpornosci u zwierzagt nowo na-
rodzonych (9, 24). Ponadto immunoglobuliny
pelia w organizmie szereg funkeji nieswoistych.
Miedzy innymi wplywajg na utrzymanie cisnie-
nia osmotycznego oraz biorg udzial w procesach
katabolicznych organizmu.

Szczegodlna rela immunoglobulin w organizmie
spowodowala szybki postep wiedzy w dziedzi-
nie immunologii doswiadczalnej. Aspektem
praktycznym tych badan bylo wprowadzenie
przez Manciniego i wsp. (20) metody radialnej
immunodyfuzji do ilo§ciowego oznaczania pozic-
mu poszczegolnych klas immunoglobulin. W o~
statnim dziesiecioleciu metoda ta znalazla sze-
rokie zastosowanie w medycynie do diagnozo-
wania szeregu zespolow chorobowych, ktérym
towarzyszg hipogammaglobulinemie lub dysga-
mmaglobulinemie (5, 8). Metoda Manciniego i
wsp. stosowana jest takze do okreslania poziomu
immunoglobulin w zespotach chorobowych zwig-
zanych z nadprodukcja tych bialek oraz substan-
cji takich, jak: biatko C-reaktywne, globulina
B,., transferyna (26).

Odmienna budowa lozyska, a tym samym in-
ny mechanizm przekazywania odpornosci mat-
ki na potomstwo warunkuje, ze w weterynarii
badania poziomu immunoglobulin moga mie¢ o
wiele wieksze znaczenie praktyczne. Szczegdlne
zainteresowanie w Swiatowej immunologii wete-
rynaryjnej wzbudza mechanizm przekazywania
immunoglobulin drogg siary oraz poczatkowy
okres ich syntezy u mlodych zwierzat (3, 25, 29,
31). Mimo to w polskim pi$miennictwie wete-
rynaryjnym brak jest doniesien dotyczacych
oceny stanu odpornosci zwierzat w oparciu o ilo-
Sciowe oznaczenie poziomu poszczegdlnych klas
immunoglobulin. Stad tez wydaje sie slusznym
przedstawienie mozliwosei wykonania oraz wy-
korzystania tej metody do celow badaweczych,
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a takze w laboratoryjnej praktyce weterynaryj-
nej.

Izolacja immuneglobulin klas IgG, IgM i IgA

Izolacje oczyszczonych klas immunoglobulin
koniecznych do immunizacji krélikow wykona-
no w oparciu o technike podana przez Butlera
i wsp. (6). Badania wstepne wykazaly koniecz-
nos¢ niewielkich modyfikacji powyzszej tech-
niki. Przy izolacji immunoglobulin klasy IgG,
aby ulatwi¢ dalsze oczyszczanie juz w etapie
wstepnym do surowicy niedializowanej dodawa~
no uprzednio przygotowany sephadeks DEAE
A-50 (preparat w formie Cl7) w ilosci 10 g na
30 ml surowicy. Preparacje wstepna przeprowa-
dzono dwukrotnie. W przypadku klasy IgM ba-
dania kontrolne wykazaly, ze celem uzyskania
wysokiego stopnia czystosci niezbedna jest chro-
matografia na DEAE-celulozie, ktéra zostala wy-
wazona buforem fosforanowym o pH 6,3. Elucje
przeprowadzono za pomocg gradientu linearne-
go. W ten sposdb otrzymano trzy frakcje bialko-
we. Frakcja I uzyskana po chromatografii na
DEAE-celulozie i rechromatografii na sepha-
deksie G-200 jest czystg globuling IgM. W odnie-
sieniu do immunoglobulin klasy IgA konieczne
bylo zastosowanie rechromatografii na sepha-
deksie G-200. Stopien czystosci wyizolowanych
klas kontrolowano spektrofotometrycznie przy
diug. fali 280 um (spekirofotometr ,,Specord”
UV-Vis) oraz metodg immunoelektroforezy.

Otrzymywanie surowic odpornosciowych swois-
tych dla poszczegélnych klas immunoglobulin

Surowice uzyskano drogg uodpornienia kroli-
kow. Jednorazowa dawka antygenu w cyklu im-
munizacyjnym wynosila dla poszezegolnych
klas: IgG 2—6 mg, IgM 2,5—8 mg, IgA 5—10
mg. Antygen podawano domiedniowo z komple-
tnym adiuwantem Freunda. Okres immunizacji
wynosil dla poszczegolnych klas od 6—38 tygodni.
Kroéliki skrwawiano po odmiu dniach od ostat-
niej iniekcji, kiedy miano precypitacyjne suro-
wic wynosito od 1:2560 do 1:6120. Swoistosé
uzyskanych surowic kontrolowano w reakcjach
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krzyzowych w odczynie immunodyfuzji oraz
immunoelektroforezy. Surcwice przechowywa-
no w stanie zliofilizowanym.

Standaryzacja surowic swoistych

Standaryzacje surowic swoistych przeprowa-
dzono w oparciu o metode Feya i wsp. (11) w
stosunku do poszczegédlnych klas immunoglobu-
lin w nastepujacych zakresach stezen: klasa 1gG
od 1.4 mg/ml do 60 mg/ml, IgM od 1,0 mg/ml
do 7.0 mg/ml, IgA od 0,08 mg/ml do 2,6 mg/ml
Wyvniki uzyskane dla probek standardowych na-
niesiono na wykres, umieszczajagc na osi odcie-
tvch wartosci $rednicy pierscienia precypitacyj-
nego w mm, na osi rzednych logarytm stezenia
probki standardowej.

Technika wykonania oznaczen

Standaryzowang surowice swoista dla danej
klasy mieszano w stosunku 1:1 z 3% roztworem
agarozy rozpuszczonej w buforze weronalowym
o pH 8,6 i sile jonowej 0.1. Mieszanine surowicy
z agarozg w ilosci 10 ml wylewano na plytki
szklane o wymiarach 6 X9 cm. Nastepnie wyci-
nano baseniki. Do basenikéw tych wkraplano
0,1 ml surowicy, w ktdérej zamierzano oznaczyc
poziom immunoglobulin danej klasy. Minimalny
czas potrzebny do osiggniecia koncowej wielko-
$ci érednicy precypitatu wynosit dla klasy: IgG
12 godzin, IgM 24 godziny, IgA 36 godzin. Po-
ziom klas immunoglobulin w badanych surowi-
cach odczytywano przez pordéwnanie Srednic
uzyskanych pierscieni precypitacvinych z wy-
kresem uprzednio sporzadzonej krzywej stan-
dardowej.

Dotychezas w ocenie poziomu biatek odporno-
sciowych wykorzystywane byly najczesciej te-
sty oparte na koloidowej chwiejnosci bialek
(proba z siarczynem sodu lub siarczanem cynku)
oraz metoda elektroforezy. Juz pierwsze bada-
nia nad identyfikacja i rolg poszczegdlnych klas
immurioglobulin w organizmie spowodowaly, ze
dotychczasowe metody staly sie malo przydatne
w badaniach naukowych oraz w diagnostyce
immunologiczne]. Stad tez aktualnie do oceny
poziomu immunoglobulin w organizmie stoso-
wana jest metoda radialnej dyfuzji Manciniego
i wsp. (20) lub Faheya i McKelveya (10). Mody-
fikacja Faheya i McKelveya rézni sie od metody
klasycznej tym, ze autorzy zastosowali miedzy
innymi odmienng metode oceny wynikéw. Za-
proponowane przez Faheya i McKelveya mierze-
nie srednic precypitatéw zabezpiecza niezbedny
stopienn doktadnogci wynikéw w badaniach nau-
kowych oraz wyraznie zwieksza mozliwosé za-
stosowania metody do badan rutynowych. W
dotychezasowych badaniach dotyczacych zacho-
wania sie poszczegdlnych klas immunoglobulin
mozna wyrédzni¢ nastepujgce kierunki:

— proéby okreélenia norm poszezegoélnych klas
immunoglobulin w zaleznosci od stanu fiz-
jologicznego oraz warunkéw srodowisko-
wych,
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-— badania nad okresleniem minimalnych pozio-
mow zabezpieczajgeych mlode zwierzeta
.przed zachorowaniem,

— rola poszezegdlnyceh klas immunoglobulin w
odpowiedzi organizmu na zakazenie,

- proby zastosowania ilosciowego oznaczania
immunoglobulin w badaniach proceséw im-
munologicznych przebiegajacych z nadpro-
dukcjg tych biatek.

Rola i znaczenie immunoglobulin w ksztatlo-
waniu odpornosci spowodowaly koniecznos¢
opracowania norm fizjologicznych dla poszcze-
gélnych klas tych biatek. Wiekszos¢ dotychceza-
sowych obserwacji ma najczesciej charakter
fragmentaryczny. Roesti 1 Fey (27) okredlili po-
ziom immunoglobulin u bydia rasy simentaler.
Autorzy ci wykazali rézny poziom immunoglo-
bulin u bydla wypasanego na pastwiskach nizin-
nych i na pastwiskach gérskich. George i LaMot-
te (16) badali wplyw Zywienia bezsiarowego na
poziom immunoglobulin klasy IgM oraz podklas
IgGl i IgG2 w surowicy krwi w pierwszym okre-
sie po urodzeniu. Poziom immunoglobulin klasy
IgM w zaleznosci od wieku okreslali Williams
i Maxwell (35).

Badania dotyczgce wplywu okreslonych sta-
now fizjologicznych badz warunkéw srodowis-
kowych na zachowanie sie poziomu bialek od-
pornosciowych prowadzili takze inni autorzy.
Jednakze aby badania takie mogly mie¢ wartos¢
praktyczng winny uwzgledniaé¢ zaréwno stan fi-
zjologiczny organizmu jak tez wplyw podstawo-
wych warunkéw $rodowiskowych — parame-
trow, ktére czesto decydujg o poziomie poszcze-
gbélnych rodzajéw bialek odpornosciowych.

W warunkach krajowych okreslony zostal po-
ziom immunoglobulin klasy IgM w surowicy
kréw ciezarnych, w siarze oraz w surowiey cie-
lat w pierwszych 12 tygodniach zycia w prze-
cietnyeh warunkach zootechnicznych (28). W
trakcie opracowania sg normy fizjologiczne dla
pozostalych klas immunoglobulin. Prowadzone
badania obejmowaé beda takze wplyw warun-
kow érodowiskowych na poziom bialek odporno-
sciowych klas IgG, IgA i IgM u kréw w ostat-
nim miesigcu cigzy, w siarze oraz u cielat.

Niektérzy autorzy podjeli probe okreflenia
minimalnych pozioméw klas immunoglobulin
zabezpieczajacych cieleta przed zachorowaniem.
Carrol i wsp. (7) podaja, ze najnizszym pozio-
mem immunoglobulin, pozwalajagcym cieletom w
wieku do 5 tygodni utrzymadé sie przy zyciu, jest
zawarto$é klasy IgG w ilosci nie nizszej niz 7,5
mg/ml i klasy IgM 0,8 mg/ml. Nieco inne war-
tosci podaja dla cielgt 24 godzinnych Logan i
wsp. (19). Wedlug tych autoréw poziom immu-
noglobulin klasy IgG w zakresie 3,0—5,6 mg/ml
oraz klasy IgM 0,12—0,47 mg/ml wskazuje na
stan hipogammaglobulinemii i usposabia do wy-
stagpienia zakaZnych biegunek. Poziom immuno-
globulin klasy IgA w tej grupie cielgt wahat
sie od 0,87—0,94 mg/ml. Brock i wsp. (4) przyj-
mujg dla cielat w wieku 1—2 dni jako stezenie
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krytyczne do wystgpienia choréb zakaznych
0golny poziom immunoglobulin 15—20 mg/mi.
Nulty i wsp. (22) badajgc catkowity poziom im-
munoglobulin - u cielat w pierwszych 3 tygod-
niach zycia, za stezenie usposabiajace do wysta-
pienia biegunek zakaznych wuznali poziom 30
mg/ml.

Niewiele jest takze doniesient dotyczgcych po-
ziomu poszezegolnych klas immunoglobulin za-
bezpieczajgcych cieleta przed chorobami zakaz-
nymi. Carrol 1 wsp. (7) wykazali, ze cielgta u
ktérych poziom immunoglobulin klasy IgG prze-
kracza 30 mg/ml sg niewrazliwe na zakazenie
rotawirusem. Natomiast Williams i wsp. (34) ba-
dajac zachowanie poszczegdlnych klas immuno-
globulin przy ..zespole oddechowym” u cielat.
wykazali wyrazny wzrost w ogélnym potencja-
le immunoglobulinowym podklasy IgG1l. Auto-
1zy ci sugerujg, ze wzrost ten jest wynikiem
stymulujacego dzialania raczej czynnikoéw bak-
teryjnych, a nie wirusowych.

Szereg autorow zajmowalo sie takze zalezno-
Scig miedzy poziomem poszczegdlnych klas im-
munoglobulin a podatnoscia zwierzat na choro-
by bakteryjne. W tej grupie badan najlicznicj
reprezentowane sg prace dotyczace roli immu-
noglobulin w zakazeniach u cielgt wywolanych
paleczka okreznicy (14, 18, 30). Uzyskane do-
tychezas rezultaty wskazuja jedynie na istotna
role immunoglobulin klasy IgG, IgM nie precy-
zujg jednak, jaki poziom immunoglobulin posz-
czegolnych klas zapobiega kolibakteriozom u
cielagt. Badania dotyczace zachowania sie posz-
czegolnych klas immunoglobulin w innych cho-
robach bakteryjnych takze nie daly jednoznacz-
nej odpowiedzi co do roli i poziomu poszczegol-
nych klasy tych bialek w zabezpieczeniu cielat
przed zachorowaniem (1, 12, 13, 15, 33, 37).

Wielu autoréow stosowalo metode iloSciowego
oznaczania poszczegélnych klas immunoglobu-
lin w badaniach nad odpowiedzig gruczolu mle-
kowego na zakazenia bakteryjne. W tej grupie
badan istotng role wydajg sie mieé¢ badania, kto-
re starajg sie wyjasni¢ znaczenie poszczegdlnycn
klas immunoglobulin w chorobach gruczolu
mlekowego w zaleznodci od czynnika etiologicz-
nego (2, 17). Niewielkie znaczenie praktyczne
maja natomiast badania, ktérych celem jest
okreslenie pojawiania sie immunoglobulin klasy
IgA w mleku jako testu wskazujacego na subkli-
niczne zakazenie (21).

Byly takze czynione préby zastosowania me-
tody ilosciowego oznaczania immunoglobulin do
oceny stopnia odpowiedzi immunologicznej na
niektore szczepionki eksperymentalne. Behymer
I wsp. (2) oceniali skutecznosé szczepien przy
uzyciu Couxiella burnetti. Natomiast Wilson 1
wsp. (36) badali odpowiedZ u bydla na wprowa-
dzenie antygenu korpuskularnego E. coli.

Metoda ilosciowego oznaczania immunogobu-
lin znajduje takze zastosowanie w badaniach
jednostek chorobowych lub zespoléw chorobo-
wych, przebiegajacych z nadprodukeja tych bia-
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tek. Jednakze interpretacja uzyskiwanych rezul-
tatow w tej grupie schorzen jest szczegolnie
skomplikowana. Wynika to bowiem z jedne)
strony z odmiennego zachowania sie wirusa w
komorce (zjawisko replikacji), z drugiej zas ze
ztozonej etiologii tej grupy schorzen. W ze-
spolach chorobowych przebiegajgcych z nadpro-
dukejg immunoglobulin mozna obserwowaé za-
rowno typowe zmiany nowotworowe, wystepu-
jace w szpiczaku i makroglobulinemii oraz prze-
biegajace bezobjawowo zaburzenia biataczkowe.
U cielat do diagnostyki bialaczek ilosciowe ozna-
czanie poszczegdlnych klas immunoglobulin
probowali wykorzystaé Trainin i wsp. (32).

Byly czynione takze proby blizszego pozna-
nia etiopatogenezy innych choréb wirusowych
u zwierzat przy zastosowaniu ilo§ciowego ozna-
czania immunoglobulin. Dotyczy to gléwnie cho-
roby aleuckiej u norek i fretek oraz niedokrwi-
stodci zakaznej koni (23, 34).

Badania dotyczace zachowania sie poziomu
immunoglobulin sg szczegolnie istotne w okresie
intensyfikacji produkcji zwierzecej. Zachodzi
bowiem wowczas konieczno§é wykorzystywa-
nia materialu hodowlanego o bardzo zréznico-
wanym potencjale odpornosci. Zwierze¢ta szeze-
golnie w fermach opasowych sg gromadzone z
roznych srodewisk hodowlanych pracujgcych na
bardzo zréznicowanych technologiach. Stad tez
wezesniejsze rozpoznanie stanu odpornosei ta-
kiej populacji cielagt daloby podstawy do pod-
iecia wilasciwych akeji profilaktycznych w cza-
sie, kiedy mozna byloby maksymalnie ograni-
czy¢ straty ekonomiczne.
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Wptyw ampicyliny na przebieg do$wiadczalnej

listeriozy u myszy szczepu Balb/c

7 Zakladu Mikrobiologii Instytutu Biostrukiury AM w Bialymstoku

Listerioza u zwierzat moze przebiega¢ w for-
mie objawowego lub bezobjawowego zakazenia.
Postacie objawowe najczesciej wystepuja jako
ostre zapalenie opon i moézgu, posocznice ze
zmianami martwiczymi w narzadach migzszo-
wych, rzadziej inne, bardziej lagodne postacie.
Okre$long sprawa jest rowniez hysterotropizm
paleczek listerii, co powoduje poronienia u
owiec ciezarnych i bydla w wyniku przenikania
bakterii przez lozysko (10, 14, 15, 26).

W pismiennictwie krajowym najwiecej infor-
macji dotyezy listeriozy owiec (13, 14, 31, 36,
37); u innych zwierzat listerioze w kraju opisy-
wano rzadziej (6, 7, 14, 18, 24).

Uderzajace jest podobienstwo form klinicz-
nych listeriozy u zwierzat i u ludzi (4, 15, 25,
26).

Zwraca sie uwage na wystepowanie dosé
czestego nosicielstwa paleczek listerii u rdéznych
zwierzat (1, 10, 19, 26), a w ostatnich latach
problem ten nabiera réwniez znaczenia u ludzi
(17, 19, 26).

Wlasciwe, weczesne postepowanie chemiote-
rapeutyczne w listeriozie zwierzat jest istotne,
bowiem moze ona powodowaé duze straty eko-
nomiczne w wyniku masowego padania chorych
zwierzat (1, 10, 15, 26).

O skutecznosci wielu chemioterapeutykéw
w leczeniu listeriozy u ludzi wiadomo jes: od
dawna.

Celem obecnej pracy bylo dokonanie oceny
skutecznosci ampicyliny w doswiadczalnej li-
steriozie i1 ustalenie dawek terapeutycznyclh.
Nalezy zaznaczyé, ze w okreslonych sytuacjach
leczenie zwierzat chorych na listerioze jest
niezbedne,

Material i metody
1. Oznaczanie aktywmnodci ampicyliny wobec szezepow
Listeria monocytogenes w warunkach in wvitro.

1. Preparat

Stosowano s6l sodowg ampicyliny (s. AS-620 Mar-
sing o mocy biologicznej 920 wg/mg). Prenarat otrzy-
mano z Tarchominskich Zakladéw Farmaceutycznych
~Polfa” w Warszawie. :

2. Szczepy bakteryjne

Do badafi uzyto 33 szczepy Listeria monocytogenes

nalezace do wszystkich grup serologicznych od 1 do 7
z podgrupami (33). Szczepy te stanowily przewaznie
szczepy referencyjne. Czesé¢ z mich pochodzila z kolek-
cji wtasnej, izolowano je z mdézgu owey (36), smotki
noworodka (35) i wody (34).

3. Oznaczenie wrazliwosci szczepdw Listeria mono-
cytogenes na ampicyline metodg rozcienczeniowsg w
podlozu stalym.

Stosowano stale podioze Mueller-Hintona. do klore-
go dodawano ampicyline w stezeniach od 1024 do
0,003 ug/ml podloza. Na powierzchnie podléz posiewa-
no badane szczepy L. monocytogenes stanowigce 18-
godz. bulionows hodowle inkubowang w temp. 37°C,
nierozcieficzong i rozcieficzong 1000-krotnie, Do posie-
wu uzywano inokulum zawierajgce okolo 8X107 ko-
morek i okolo 8X105 komoérek/l ml. Posiane podloza
inkubowano w temp. 37°C przez 18 godz. Po tym cza-
sie okreélano najmniejsze stezenia ampicyliny hamuja-
ce wzrost szczepow (MIC).

4. Oznaczenie wrazliwo$ci szczepdw Listeria mono-
cytogenes na ampicyline metodg rozcienczemiowsg w
poidtozu plynnym.

W tej metodzie oznaczenia MIC dokonano dla 4 wy-
branych szczepéw L. momnocytogenes. Stosowano plyn-
ne podloze Mueller-Hintona, do ktérego dodawano réz-
ne stezenia ampicyliny. Do 5 ml podloza z ampicyling
dodawano 0,1 ml bulionowej hodowli szczepéw L. mo-
nocytogenes. Odczytu dokonywano po 18 godz. inku-
baeii w temp. 37°C.

1I. Oznaczanie aktywnosei ampicyliny w warunkach
m vivo.

1. Wyznaczanie LDs,
myszy szczepu Balb/c.

Wykonano dod§wiadczenia zmierzajgce do okre§lenia
dawki zakazaijacej L. monocytogenes dla bialych my-
szy szczepu Balbfe. W tym celu myszy zakazano dozyl-
nie wprowadzajge 0.2 ml 48 godz. odpowiednio roz-
cieficzonej hodowli bulionowej inkubowanej w temp.
22°C. W do$wiadezeniach in vivo uzywano referen-
cviny szezen Listeria monocytogenes nalezacy do se-
rotypu 4b. Grupy myszy liczyly po 10 sztuk. Obser-
wacje orowadzono przez 14 dni, notujac liczby myszy
padlych w koleinych dniach obserwacji.

2. Wyznaczanie dawki ochraniajgcej (PDsy) ampicy-
linv dla myszy z doswiadezalng listeriozg.

Myszy w grupvach po 10 sztuk zakazano droga dozyl-
n~ ~adaiac w obietodei 0.2 m okoto 1X107 komdérek/1 ¢
wagl mvs:v. co stanowilo LD,y na 4 dzied obserwacji.
Po 30 min. i po 4 godz. od momentu zakazenia myszom
podawano amvicyline droga doustng. Dawki podawa-
nych oreparatéw w poszezegdlnych gruvach myszy
wyvnosity: 2048. 1024. 512, 256. 128, 64, 32, 16, 8 i 4
meg/ke wagi myszy. Mvszy obserwowano przez 14 dni.
notujac liczbe padlych zwierzat w kolejnych dniach
obserwacii.

3. Wyznaczanie dawki terapeutycznej (CD;,) amni-
cyliny dla myszy z doswiadczalng listerioza.

Listeria monocytogenes dla
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