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Dynamika precypityn oraz przydatnosc
serodiagnostyczna odczyndw immunoelektroprecypitacji
(IEP) i podwodjnej dyfuzji (OPD) w przebiegu

fasciolozy owiec

Z Instytutu Chordb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnegso AR w Lublinie

Inwazja motylicy watrobowej u ludzi i zwie-
rzat indukuje odpowiedZz immunologiczng, ma-
nifestujgca sie miedzy innymi obecnoscig prze-
ciwcial, ktore mozna wykazaé réznymi odczy-
nami serologicznymi. Dotychczas bardzo czesto
do tego celu, z réznym powodzeniem, stosowa-
no warianty odczynu precypitacji takie, jak od-
czyn podwdjnej dyfuzji i odezyn immunoelek-
troforezy (1, 5, 7, 9, 10, 11, 17, 19, 28).

Ostatnio poczyniono proby zastosowania od-
czynu immunoelektroprecypitacji do wykrywa-
nia przeciwcial w przebiegu inwazji Fasciola
hepatica u ludzi i niektérych gatunkéw zwie-
rzat (12, 13, 14, 29). Metoda ta znana w pi-
Smiennictwie anglosaskim pod nazwami cross-
-over electrophoresis, counter immunoelectro-
phoresis, counterelectrophoresis, countercurrent
electrophoresis, electrosineresis i immunoelec-
trodiffusion, w Swietle danych z literatury wy-
daje sie by¢ najbardziej czula sposrdéd odczy-
néw precypitacyjnych, przebiegajacych w $ro-
dowisku stalym i polu elektrycznym. Sugestie
te potwierdzaja wyniki badan nad przydatnos-
cig te] metody do serodiagnostyki amebozy (20),
schistosomatozy (27), hydatidozy (25), toksoka-
rozy (8), dirofilariozy (6), wucheriozy (16).

W zwigzku z powyzszym celem pracy jest
obok okreslenia dynamiki precypityn w prze-
biegu doswiadczalne] inwazji motylicy u owiec,
rowniez poréwnawcza ocena przydathosci od-
czynéw immunoelektroprecypitacji i1 podwojnej
dyfuzji do serodiagnostyki tej inwazji.

Material i metody

) Do badan uzyto surowice pochodzace od owiec do-
Swiadczalnie i naturalnie zarazonych motylica watro-
bowg oraz owiec wolnyeh od tej inwazji.

Tab. 1. Dynamika precypityn w odczynie immunoelektroprecypitacji

czalnie zarazonych metacerkariami Fasciola hepatica

Surowice owiec dosSwiadczalnie zarazonych uzyskano
od 5 owiec, ktérym podano per os metacerkarie F.
hepatica w iloSci 20 tych form inwazyjnych na 1 kg
c.c. Surowice pobierano poczatkowo w odstepach ty-
godniowych do 77 dnia doswiadczenia, a nastepnie
w dwutygodniowych do 133 dnia inwazji tj. do kon-
ca doswiadczenia, liofilizowano i przechowywano w
temp. —20°C. 135 dnia eksperymentu wykonano po-
$miertne badania parazytologiczne w celu okreflenia
intensywnosci inwazji. Do odczynéw surowice te uzy-
wano W stanie niekoncentrowanym oraz koncentrowa-
nym 4-krotnie.

Do badan uzyto réwniez surowice 12 owiec rasy
polskiej dlugowelnistej (w wieku 2—5 lat, wagi 45—
70 kg) u ktérych, w oparciu o badania koproskopowe
stwierdzono naturalng inwazje motylicy watrobowej
oraz 10 surowic wolnych od inwazji F. hepatica. Su-
rowice po zamrozeniu przechowywano w temp. —20°C,
stosujgc je do odczynéw w stanie niekoncentrowanym.

Jako antygenow uzyto: — ekstrakt somatyczny F.
hepatica (EFh), uzyskany z dojrzalych plciowo przywr
wg metody Kenta (18) w modyfikacji Gundtacha (11)
oraz przygotowane w analogiczny sposbb ekstrakty
somatyczne przywr Dicrocoelium dendriticum (EDAd)
i Paramphistomum sp. (EPs).

Odczyn immunoelektroprecypitacji (IEP) wykonano
na plytkach szklanych o wymiarach 10X10 cm, po-
krytych 20 ml 1% roztworu agarozy w buforze bar-
bitalowym o pH 8,2. Na kazdej plytce znajdowaly sie
3 rzedy par dolkéw o s$rednicy 3 mm. Odleglosé po-
miedzy dotkami jednej pary wynosila 4 mm. Badane
surowice wkraplano do dolkdéw znajdujacych sie bli-
zej anody, natomiast antygeny (EFh, EDd, EPs) w ilo-
$ci 0,015 ml (ok. 0,011 mg biatka) byly wkraplane do
dotkéw znajdujgcych sie od strony katody. Elektro-
foreze przeprowadzano w komorze do elektroforezy
stosujac bufor barbitalowy o pH 8,2 przy I=30 mA,
w temp. pokojowej przez 1,5 godz. W celu intensyfi-
kacji linii precypitacyjnych po elektroforezie oraz
usunieciu pozostalosci surowic i antygenéw, plytki
ptukano przez 72 godz. w 0,9% roztworze NaCl. Eli-
minacje linii precypitacyjnych formowanych przez
bialko C przeprowadzono drogg inkubacji plytek
przez 4 godz. w 5% roztworze cytrynianiu sodu (21).
Po przeplukaniu woda destylowang plytki odwadnia-

(IEP) z surowicami owiec doswiad-
i ekstraktem somatycznym motylicy watrobowej (EFh)
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no przez 30 min. w mieszaninie etanol-woda-kwas
octowy (70:25:5), przez 4 godz. w acetonie, a nastep-
nie suszono w temp. 37°C. Wysuszone plytki barwio-
no w 1% czerni amidowej, usuwajac nadmiar barwni-
ka przez plukanie w 2% roztworze kwasu octowego
do momentu caltkowitego odbarwienia tla.

Odczyn podwdinej dyfuzji (OPD) wykonywano wg
Ouchterlony’ego (24) stosujac 1% agaroze w buforze
weronalowym o pH 82. Odleglo§é miedzy basenami
wynosila 0,7 c¢cm, Srednica basenéw 0,6 em. Po nasta-
wieniu odczynéw plytki umieszczanoe w komorze wil-
gotnej w temperaturze pokojowej. Wyniki odczytywa-
no co 24 godz. przez okres 7 dni. Eliminacje linii pre-
cypitacyjnych tworzonych przez bialko C przeprowa-
dzono wg procedury opisanej wyzej.

Wyniki badan

W wyniku badan parazytologicznych stwier-
dzono, ze dlugos$¢ okresu prepatentnego u do-
swiadczalnie zarazonych zwierzat wahala sie w
granicach 10—11 {yg., a intensywnos¢ inwa-
zjl u poszczegélnych owiec wynosita od 139 do
290 przywr.

Odczynem immunoelektroprecypitacji  wy-
krywano precypityny z ekstraktem EFh w nie-
koncentrowanych surowicach wszystkich tych
owiec poczawszy od drugiego tygodnia po zara-
zeniu przez caly okres do$wiadczenia tj. do 19
tyg. inwazji, obserwujgc obecno$é od 1 do 2 li-
nii precypitacyjnych (tab. 1). W odczynie tym
z surowicami koncentrowanymi obserwowano
nie tylko dwukrotnie wiekszg ilo$¢ linii precy-
pitacyjnych oraz wiekszg ich intensywno$é, ale
rowniez stwierdzono, ze zaobserwowane waha-
nia poziomu precypityn zalezg od okresu inwa-
zji 1 jej intensywnodci. Najwyzszy poziom tych
przeciwcial, wyrazajacy sie najwieksza iloscia
prazkéw precypitacyjnych obserwowano pomie-
dzy 3 a 13 tyg. inwazji, tj. gtéwnie w jej okre-
sie prepatentnym, a wplyw intensywnosei in-
wazji wyrazal sie obecnoscig wiekszej ilosci li-
nii precypitacyjnych u zwierzat z wieksza ilos-
cia przywr (tab. 1, ryc. 1).

Czas pojawienia sie 1 wystepowania precypityn w
niekoncentrowanych surowicach owiec doswiadczal-
nych stwierdzony w odczynie podwéinej dvfuzii byt
podobny do obserwowanego w odczynie IEP. Prze-
ciwciala te stwierdzamo od 2—3 tyg. po zarazeniu
przez caly okres doswiadczalnej inwazji, obserwuijge
wystepowanie od 1 do 3 linii precypitacyjnych (tab.
2). Uzyskany z surowicami koncentrowanymi i ekstra-
ktem EFh obraz precypitacii w tym odeczynie charak-

stwierdzene bewiem obecnoéé¢ 3 wielokomponentowych
komplekséw linii precypitacyjnych, ktére réznily sie
polozeniem pomiedzy zbiornikami z reagentami. Pier-
wszy z komplekséw (A) lezal w poblizu zbiornikéw z
antygenami, drugi (B) w potowie odleglo$ci pomiedzy
basenami i trzeci (C) w poblizu zbiornikéw z surowi-
cami (ryc. 2). Wystepowanie tak zréznicowanych kom-
plekséw obserwowano od 4—5 do 11—13 tyg. inwazji,
tj. gléwnie w okresie prepatentnym. Natomiast z su-
rowicami pochodzacymi z péiniejszego okresu inwazji
stwierdzono obecnosé jedynie kompleksu precypita-
cyjnego B (tab. 2, rye. 2).

Ryc. 1. Dynamika precypityn w odczynie immunoele-

ktroprecypitacji (IEP) z ekstraktem EFh w przebiegu

do$wiadezalnej inwazji Fasciola hepatica. 0—19
tygodnie inwazji

Ryc. 2. Dynamika precypityn w odczynie podwdjne]
dyfuzji (OPD) z ekstraktem EFh w przebiegu dos-
wiadezalne] inwazji Fasciola hepatica. 1—19 tygodnie
inwazji, A, B, C — kompleksy linii precypitacyjnych

W oparciu o uzyskane wyniki badan mozna stwier-
dzi¢, ze obydwa stosowane odczyny wykazaly wyso-
ka czulosé, bowiem umozliwily wykrycie precypityn
w_niekoncentrowanych surowicach wszystkich dos-
wiadczalnie zaraZzonych owiec. Natomiast dokladniej-

teryzowal sie dobra czytelno§cig i wyrazisto$cig, szy wglad w dynamike wahan poziomu {ych przeciw-
Tab. 2. Dynamika precypityn w odczynie podwdjnej dyfuzji (OPD) =z surowicami owiec do$wiadczalnie
zarazonych metacerkariami Fasciola hepatica 1 ekstraktem somatycznym motylicy watrobowej (EFh)
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cial moZliwy jest przy uzyeiu odezynu podwdjnej dy-
fuzji z surowicami koncentrowanymi, z uwagi na
bardziej wyraZny i selektywny obraz linii precypita-
cyjnych.

_Z niekoncentrowanymi surowicami owiec natural-
nie zarazonych motylica uzyte odezyny wykazaly
ogolnie nizsza i rézna czulodé. Bardziej czulym od-
czynem okazala sie immunoelektroprecypitacia, kiérg
przeciweiala wykryto w 6 sposréd 12 badanych su-
rowic (50%), obserwujac od 1 do 3 linii precypitacyij-
nych. Natomiast w odczynie podwéjnej dyfuzii dodat-
nio reagowaly jedynie 4 surowice (33%) tworzac 1 li-
ni¢ precypitacyjng.

.W badaniach kontrolnych nie obserwowano dodat-
nich reakeji ekstraktu EFh z surowicami owiec wol-
nych od inwazji motylicy, bez wzgledu na stopien
ich koncentracji.

Ba}dania swoistosci przeciweial indukowanych in-
wazjg F. hepatica, wykonane przy uzyciu ekstrakiow
heterologicznych EDd i EPs, wykazaly, ze ekstrakty
te reagowaly jedynie z surowicami owiec doswiad-
czalnie zaraZonych motylica a uzyskane rezultaty w
r)bydwx_.l odczynach byly r6ine. W tym przypadku w
odezynie IEP bardziej aktywny okazal sie ekstrakt
FE‘PS, bowiem tworzyl od 1 do 2 linii przede wszyst-
Kim 2z surowicami (koncentrowanymi), pochodzacymi
z prepateninego okresu inwazji (tab. 3). Natomiast
f_’]{E‘i'lI‘i-]kT. EDd formowal tylko jedng linie precypita-
tying. W odczynie podwbéinej dyfuzji aktywnosé uzy-
lych ekstraktéw byla odwrotna tj. bardziej aktyw-
nym okazal sie ekstrakt EDd tworzgcy 2—4 linie z
surowicam z okresu prepatentnego i 1—2 linie z su-
rowicami z pateninej fazy inwazji. Natomiast ekstrakt
EPs w tym odezynie formowal tylko 1 linie precypi-
tacy_u_:a Z surowicami owiec bez wzgledu na czaso-
kres ich pobrania (tab. 3).

Omoéwienie wynikéw

_ Ba_xd_ania dynamiki odpowiedzi humoralnej
zyuv}mel& na inwazje F. hepatica sa mozliwe je;
gi_vme W przebiegu doswiadczalnej inw.eizji
1 obok aspektu poznawczego maja réwniez isto-
tne znaczenie praktyczne, howiem zmierzajg

.dyfikacji

do stworzenia realnych podstaw serodiagnosty-
ki tej inwazji. Uzycie do tego celu réznych mo-
odczynéw precypitacyjnych, précz
oceny stopnia ich przydatnoéci serodiagnostycz-
nej, dostarcza w odréznieniu od innych odczy-
néw serologicznych istotnych informacji odno-
snie wartosci poszczegdlnych antygenow Ilub
ich grup zawartych w ekstraktach totalnych do
celéw diagnostycznych.

Stwierdzona w badaniach wlasnych dynami-
ka poziomu precypityn indukowanych doswiad-
czalng inwazjg F. hepatica u owiec ksztaltowa-
la sie podobnie w obydwu uzytych odczynach,
bowiem wystepowanie przeciwcial stwierdzano
od 2—3 tyg. po zarazeniu do 19 tyg. inwazji,
tj. do konca doswiadczenia. Bardziej dokladne
obserwacje, wskazujagce na zalezno$é poziomu
przeciwcial nie tylko od intensywnosci inwazji,
ale réwniez od czasu jej trwania byly mozli-
we do stwierdzenia przy uzyciu do badan suro-
wic koncentrowanych. W tym przypadku wplyw
intensywno$ci inwazji przejawial sie szyBszym
pojawieniem sie precypityn jak i ogdlnie wyz-
szym poziomem, wyrazajacym sie wiekszg ilo-
§cig linii precypitacyjnych u zwierzat zarazo-
nych wiekszg iloscig przywr. Powyzsza obser-
wacja znajduje potwierdzenie w dotychczaso-
wych wynikach badan innych autoréw, doty-
czacych dynamiki odpowiedzi humoralnej in-
dukowanej doswiadczalng inwazjg motylicy u
owiec (1, 4, 9, 10, 15, 19, 22, 23, 26).

Wykazana zalezno$¢ poziomu precypityn od czasu
trwania inwazji wyrazala sie najwyzszym poziomem
tych przeciwcial pomiedzy 4—6 a 13—15 tyg. inwa-
zji, tj. glownie w je] okresie prepatentnym. Zalez-
nos¢ ta uwidoczniala sie szczegblnie wyrazZnie w od-
czynie podwojnej dyfuzji z surowicami koncentrowa-
nymi, bowiem surowice pochodzgce z tego okresu in-

wazji formowaly z ekstraktem EFh trzy wielokom-
ponentowe kompleksy linii precypitacyjnych (A, B,

Tab. 3. Dynamika precypityn w odezynach IEP oraz OPD z koncentrowanymi surowicami owiec dogwiad-

czalnie zarazonych metacerkariami Fasciola

hepatica i ekstraktami somatycznymi Dicrocoelium dendriti-
cum (EDd) oraz Paramphistomum sp. (EPs)
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C). Ten wyzszy poziom przeciwcial wydaje sie byé
uwarunkowany faktem, iz w omawianym okresie in-
wazjl nisze ekologiczng dla pasozytéw stanowi sro-
dowisko migzszu watrobowego a same pasozyty w
tym okresie swego rozwoju podlegaja szybkiemu i
dynamicznemu rozwojowi morfo-fizjologicznemu. Te
dwa momenty tj. ulatwiony kontakt antygenow =z
ukladem immunokompetentnym w tej histotropowej
fazie inwazji, jak r6éwniez zwiekszajaca sie ilo§¢ ma-
terialu antygenowego (np. produktéw przemiany ma-
terii), wydaja sie byé¢ czynnikami warunkujacymi wy-
zszy poziom przeciweial.

W dalszym okresie inwazji, tj. od 13—15 tyg. do
konca doswiadczenia obserwowano spadek poziomu
precypityn, uwidoczniajgcy sie wyrazniej takze w od-
czynie podwojnej dyfuzji obecnoscia wylgcznie kom-
pleksu precypitacyjnego B. W tym przypadku spa-
dek poziomu przeciwcial w patentnym okresie in-
wazjl wydaje sie by¢ uwarunkowany zmiang niszy
ekologicznej przez przywry, ktére dojrzewajac plcio-
wo opuszczajg Srodowisko migZzszu  watrobowego,
przechodzg sukcesywnie do $wiatla przewodow 261-
ciowych, tj. do miejsca ich ostatecznej lokalizacji w
tym okresie inwazji. Aktywnos¢ antygenowa dojrza-
iych plciowo przywr jest rownie silna jak postaci
miodocianych, o czym Swiadczg wyniki badan immu-
nofluorescencyjnych (4, 30). Pomimo tej aktywnosci
antygenowe] wynikajace] chociazby z duzej biomasy
pasozytow (139—290 przywr), niZzszy poziom przeciw-
cial w tym okresie inwazji zdaje sie $wiadczyé o
spadku stymulacji antygenowej zywiciela. Wydaje sie,
ze przyczynami tego spadku stymulacji antygenowej
moga byc¢: bariera, jaka stanowia sciany przewodéw
zoteiowych, jak i stala eliminacja antyvgendw ze sply-
wajacg zoleia, Powyzsze sugestie znajduja potwier-
dzenie w wynikach badan Caprona i wsp. (3 1 Kli-
mienki (19), ktérzy w odezynie podwojnej dyfuzii z
surowicami pochodzacymi z poinego okresu inwazii
uzyskiwali negatywne rezultaty.

Oceniajac przydatnosc serodiagnostyezna oby-
dwu stosowanych w badaniach wiasnych odezy-
now mozna stwierdzié, ze w odniesieniu do su-
rowic owiec doswiadczalnie zarazonych, pocho-
dzacych z prepatentnego jak i patentnego okre-
su inwazji, wykazaly one wysoka (100%) czu~
fos¢ przy intensywnoéci inwazji wahajgcej sie
od 139 do 290 przywr. Inni autorzy w oparciu
o uzyskane wyniki z eksperymentalnych inwa-
zji rdéznie oceniaja przydatnos¢ serodiagnosty-
czng omawianych odeczynéw. I tak Benex i wsp.
(1) wykazali mniejsza przydatnos¢ odczynu po-
dwojnej dyfuzji w patentnym okresie doswiad-
czalnej inwazji, ale u owiec o nizszej niz w ba-
daniach wlasnych intensywno$ci zarazenia. Na-
tomiast bardziej czulym odczynem, jak wynika
z badan Van Tiggele, Overa (29), wydaje sie
by¢ odezyn immunoelektroprecypitacji, bowiem
umozliwial nie tylko w podobnym stopniu wy-
krywanie precypityn w obu okresach inwazji
(od 3 do 26 tyg. inwazji doswiadczalnej u owiec.
ale takze przy bardzo malej intensywnosei, kto-
ra wahala sie w granicach od 8 do 29 przywr.

Przytoczone powyzej dane z piSmiennictwa,
uzyskane w badaniach przeprowadzonych na
zwierzetach eksperymentalnie zarazonych, wska-
zujace na wyzsza czulosé odezynu IEP, znalaz-
ly tylko czesciowe potwierdzenie w naszych ba-
daniach. wykonanych na owecach naturalnie za-
razonych motylica. bowiem w surowicach tych
zwierzat odezynem immunoelektroprecypitacji
przeciwciala wykryto w 50%, a odezynem pod-
wojnej dyfuzji w 33%. Z powyiszymi obserwa-
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cjami wlasnymi w kontrowersji pozostaja re-
zultaty badan Van Tiggele, Overa (29), ktorzy

‘odczynem IEP wykrywali przeciwciala w 100%

surowic pochodzgcych od owiec naturalnie za-
razonych, u ktérych intensywnos$é inwazji byla
wieksza niz 4 przywry i w 75% surowic pobra-
nych od owiec zamotyliczonych o intensywno$-
ci inwazji wynoszacej 1—3 pasozyty. Zgodna
jest natomiast nasza opinia jak i tych autorow
odnosnie nizszej w pordéwnaniu z IEP czulosci
odczynu podwojnej dyfuzji.

Komentujac kontrowersyjnosé¢ dotyczacag réz-
nic przydatnosci odczynu IEP do serodiagnosty-
ki naturalnej fasciolozy owiec, przy uwzgled-
nieniu podobienstwa metodycznego badan wlas-
nych jak i cytowanych autoréw nalezy sadzié,
ze uzyskane przez nas wyniki badan, wskazu-
jace na mniejsza przydatnosé tego odczynu w
przebiegu chronicznej postaci fasciolozy, mogly
by¢ spowodowane jedynie obnizonym pozio-
mem precypityn w patentnym okresie inwazji,
bowiem surowice od naturalnie zarazonych
owiec pobierano w 5 miesigcu po zakonczeniu
okresu pastwiskowego.

W ocenie przydatnosci odczyndéw serodiagno-
stycznych do wykrywania inwazji motylicy na-
lezy mieé¢ na uwadze, ze wartosé odezynu za-
lezy nie tylko od jego czulosci uwarunkowanej
przede wszystkim poziomem przeciwcial wyste-
pujacych w surowicach zamotyliczonych zwie-
rzat, ale rowniez od swoistoci odczynu, deter-
minowanej glownie wlasciwos$ciami stosowane-
go antygenu. Swoisto$é odezynu jest szczegdlnie
wazna w przypadku stosowania jako antygenu
wielokompleksowego ekstraktu totalnego somy
F. hepatica, zawierajgcego obok antygendw
swoistych gatunkowo i rodzajowo réwniez an-
tygeny wspolne z innymi gatunkami pasozy-
tow oraz substancje C (2, 3, 11, 31). Istotnosé
tego zagadnienia podkresla stwierdzenie w ba-
daniach wlasnych dodatnich reakeji surowic
owiec zarazonych motylicg z antygenami hete-
rologicznymi tj. ekstraktami EDd i EPs, co
wskazuje rowniez na fakt, Zze niektére sposrod
antygendow funkcjonalnveh zawartych w eks-
traktach somatycznych sa wspélne dla réznych
gatunkow pasozytow. Sugestia ta ttumaczy fakt
wystepowania reakcji dodatnich surowic zwie-
rzat zarazonych motylica z wieloma antygena-
mi uzyskiwanymi z rdznych, czesto bardzo od-
legtych systematycznie gatunkéw pasozytow.

Wystepujace pokrewienstwo antygenowe mie-
dzy roznymi pasozytami warunkuje réwniez,
uzyskiwanie reakcji dodatnich w ukladzie od-
wrotnym, tj. antygenow F. hepatica z surowi-
cami zwierzat i ludzi zarazonych innymi ga-
tunkami pasozytow.

Poza tym takZze inne, blizej nieznane przy-
czyny moga powodowac¢ wystepowanie dodat-
nich odezynéw z surowicami zwierzat wolnych
od inwazji. Wprawdzie w badaniach wlasnych
nie obserwowano odczyndéw dodatnich ekstrak-
tu somatycznego EFh z surowicami owiec wol-
nych od inwazji, to jednak z badal Van Tigge-
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le, Overa (29) wynika, ze 30% takich surowic
reagowalo dodatnio w odczynie IEP a 5% w
OPD. Jeszcze wyzszy procent (90%) reakeji do-
datnich obserwowano w odczynie IEP z suro-
wicami szczur6w wolnych od fasciolozy (14).

Rowniez przyczyna falszywie dodatnich od-
czynéw moze byé¢ substancja C wystepujaca w
ekstraktach pasozytéw oraz bialko CRP obec-
ne w surowicach zarazonych zwierzat w prze-
biegu wielu inwazji. Ta ostatnia przyczyna mo-
ze jednak by¢ eliminowana drogg odpowiednie-
go postepowania metodycznego (21).

Pozostale, rowniez istotne przyczyny, wply-
wajgce na wiarygodnosé odczynow moga byé
eliminowane wylgcznie droga stosowania swoi-
stych antygenéw funkcjonalnych lub frakeji za-
wierajacych wylacznie te antygeny. Nalezy jed-
nakze w doborze antygenéw lub ich frakeji
mie¢ na uwadze réznice czasokresu funkcjo-
nalnosci poszezegolnych antygenéw u réznych
gatunkéw zywicieli motylicy, bowiem jak wy-
nika z badan wlasnych u owiec antygeny two-
rzace w odezynie podwojnej dyfuzji kompleks
linii precypitacyjnych B sa aktywne w ciagu
calej inwazji, natomiast aktywnodé antygenow
biorgcych udzial w powstawaniu komplekséw
A i C ogranicza sie glownie do jej okresu pre-
patentnego.

Wnioski

1. Poziom precypityn w przebiegu fasciolozy
owiec zalezy od intensywnosci inwaziji oraz od
czasu jej trwania, bowiem wyzszy poziom tych
przeciwcial stwierdza sie u zwierzat z wieksza
intensywnoscia inwazji oraz w okresie prepa-
tentnym.

2. Spoéréd dwéch badanych odezynéw (IEP,
OPD) bardziej czulym okazal sie odczyn immu-
noelektroprecypitacji. Wydaje sie jednak. ze
odczyny te sa mniej przydatne do serodiagno-
styki przewleklej fasciolozy z uwagi na niski
pozi_c?m precypityn wystepujacy w tej fazie in-
wazji.

3. Wykazane w trakcie badan reakcje dodat-
nie surowic owiec do$wiadczalnie zarazonych z
antygenami heterologicznymi EDd i EPs wska-
zuja na konieczno$¢ stosowania do odezynéw
serologicznych antygenéw swoistych, z réwno-
czesnym uwzglednieniem czasokresu wystepo-
wania przeciwcial dla tych antygenéw.
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Tyunaax E. JI., Caa3mukoBckuy A. — JluHAMKHKa Hpenun-
HUIIATHHOB M CEPOAMATHOCTINISCKAs NPUTOJHOCTE PEaK-
nuit uMMyHosnrekTpompeuruuramuu (VIOII) B ABOIHOI
auddyzuu (PAX) B pazpurrn (racnuosesa oBen.

InHaMUKY TPEUUIMTUHOB U TIDUTOAHOCTE pearmii
VOIT v PO pna cepoamariioCTURM dracimosesa omnpe-
fenaiav, ONUPaAch HA CBHIBOPOTKM, IIPOUCXOLAIIIME OT 5
OBell, S5KCIIEPMMEHTAJIbHO 3aparKeHHbIX MeTalepKapud-
My F. hepatica, n 12 CLIBOPOTOK OBel], HATYPAJbHO 3a-
PaxKeHHBIX STUM COCAJBIIMKOM.

IlpuMeHsAa B KaYeCTBE allTUTEHA COMATUYECKMUII 2KC-
TPpakT AByycTku (EFh), moxkaszaau, YTO B CBIBOPDOTKaX
BCEX I9KCIEPUMEHTANLHO 33PazKeHHbIX OBEIl IIPOTUBO-
TeJla TMOABUMAMCE HA 2—3 Hemese IIOCje 3apaxkKeHus u
yaepxKUBAIMChL A0 19 Hemesu MHBA3MYM, T.€. OO KOHI@A
onbiTa, Begsa ceba momobuwiM ob6pazoMm B ofeux Ipume-
IIEHHBIX DPeaknmusaXx. Bonee nonpobueie mucciaeroBaHMsd
I0Kaz3aJjy, 4YTO YDOBEHL NPEIMIUTUHOB B XONEe I3KCIIe-
PMMEHTANBHOIO (Pacuuojyes3a 3aBUCUT OT MHTEHCUBHO-
CTM MHBa3uMY M OT €€ MPOJONKMUTEILHOCTH, TaK KakK
BLICIIIMII YPOBEHL IIPOTUBOTEJI OTMEeYanu y 3IKMBOTHBIX
¢ OOJMLIIMM KOJMYIECTBOM COCAJBUIMKOB M B II€pUOa-
TEHTHBIII TIepMON WMHBA3UMN.

ITo OTHOWIEHMIO K CLIBOPOTKAM OBEIl, 3apazkelynIX
€CTeCTBEHHLIM 00pa30M, IPMMEHEHHBIE PeaKIMM II0Ka-
3anum B obuiem OoJjiee HUBKYI0 YYBCTBUTEJLHOCTB, 10O
peaknuerr UDII naguume mMpoOTUBOTEN OTMETU M B 50%,
a PO — B 33% wmccrnenyeMpIX ChIBOPOTKaX. B c¢BA3u
C 5TUM STM DEaKIUM KaxXKyTCsA MeHee IMPUTOAHBIMM IJIs
CEPOAMATHOCTMKY 3aTAXKHOTO daclmoge3a MU3-3a HU3-
KOT0 YPOBHSI IIPOTUBOTEN B NHATEHTHLIN NEPUO) MHBA-
3uy. IloJy4YenHble IONOKMUTEALHbIE DEaKiMM ChIBOPO-
TOK, 3aPaXEeHHBIX 9KCIEDPMMEHTAJbHO, C SKCTPaKTaMMU
Dicrocoelium dendriticum (EDd) u Paramphistomum
sp. (EPs) ykaspiBaloT Ha HeODXOMUMOCTH MPUMEHEHUA
K CEePOJIOTUYECKMM DPeaKUMAM CHelMPUIeCKUX aHTUTe-
HoB F. hepatica. OfHapyxeHue e IepUoIMIecKOTO
TOABJIEHUA IIPOTHMBOTEN IJA Da3JIMYHEBIX KOMIIOHEINITOR,
COoZepxRaAUINXCA B COMAaTHMYECKOM 9KCTPAKTE yKA3BLIBACT
Ha HeobxXomuMoCTE mombopa I CEepOAMATHOCTUKM Ta-
KUX cnenydyyeckKnx aHTUIeHOB, TTPOTUBOTENA KOTOMBIX
OTMeYarwTca B o0a nepuoja MHBA3UM,
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Gundlach J. L., Sadzikowski A. — Dynamics ¢of pre-
cipitins and wusability of serodiagnostic reactions of
immunoelectroprecipitation (IEP) and double diffusion
(OPD) in the course of fascioliasis in sheep.

The dynamics of precipitins and usability of IEP
and OPD reactions for serodiagnosis of fascioliasis
was determined on the basis of sera from 5 sheep
experimentally infected with F. hepatica metacerca-
riae and 12 sera from sheep naturally infected with
this trematode.

By using somatic extract of fascioliasis (EFh) as
antigen it was shown that in sera of all sheep ex-
perimentally infected antibodies occurred in 2—3
weeks after infection and remained for 19 weeks of
invasion, i.e. till the end of the experiment, beha-
ving similarly in both reactions used. More detailed
studies showed that the level of precipitins in the
course of experimental fascioliasis depends on the
intensity of invasion and its period, because a higher
level of antibodies was found in animals with a lar-

JERZY RZEDZICKI, ANDRZEJ WERNICKI

Sekrecyjne immunoglobuliny klasy

ger number of trematoda and in the prepatent pe-
riod of invasion.

As regards sera of sheep naturally infected, the
reactions used showed a generally lower sensitivity,
because with IEP reaction the presence of antibo-
dies was found in 50%, and with OPD reaction in 33%
of the sera examined. In conclusion, the reactions
seem to be less useful in serodiagnosis of chronic
{ascioliasis because of a low level of antibodies in the
patent period of invasion. The positive reactions of
sera from sheep experimentally infected, obtained
with extracts of Dicrocoelium dendriticum (EDd) and
Paramphistomum sp. (EPs) indicate the necessity of
using specific F. hepatica antigens for serological
reactions. However, the finding of periodical occu-
rrence of antibodies for wvarious components con-
tained in the somatic extract points io the necessity
of choosing such specific antigens for serodiagnosis,
for which antibodies are found in both periods of
invasion.

IgA (SIgA)

u przezuwaczy

Z Instyvtulu Choréb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weteryvnaryjnego AR w

W ostatnich trzech dziesiecioleciach najbar-
dziej dynamiczny rozw6j w grupie nauk biolo-
gicznych wykazuje immunologia. Obecnie ogro-
mne zainteresowanie badaczv zaréwno w nau-
kach podstawowych, jak i klinicznych wzbu-
dzajag immunoglobuliny. Ostatnio coraz pow-
szechniej przyimuje sie poglad reprezentowa-
ny przez profesora Bernarda Zablockiego. ze
~wszystkie immunoglobuliny sa przeciwciata-
mi, przy czym nie dla wszystkich znamy anty-
geny, ktéore przyezynily sie do ich wytworze-
nia”.

W polskim pismiennictwie weterynaryjnym
informacji dotyczacych immunoglobulin jest
stosunkowo niewiele. Stagd tez wydaje sie uza-
sadnionym podanie informacji dotyczacych wy-
stepowania, struktury chemicznej a takze wla-
Sciwodci biologicznych wydzielniczej immuno-
globuliny klasy IgA.

Z trzech glownych klas immunoglobulin, kto-
re warunkujg odporno$¢ miejscowsg licznych
narzadow pozostajacych w Scistym kontakcie ze
Srodowiskiem =zewnatrzustrojowym, najwyzszy
ilosciowy udzial i najwieksza role w procesach
obronnych odgrywaja immunoglobuliny klasy
IgA. Czasteczka sekrecyjnej immunoglobuliny
klasy IgA (SIgA) wystepujagca w wydzielinach
przezuwaczy (8, 37, 51, 52, 63) w pordéwnaniu z
czasteczka IgA surowicy krwi posiada wyzszy
ciezar czasteczkowy oraz dodatkowe determi-
nanty antygenowe. Bialka SIgA ze wzgledu na
odmienng budowe chemiczng czasteczki cha-
rakteryzuja sie mniejsza podatnoscia na dzia-
lanie czynnikéw proteolitycznych (5, 65, 68),
wyzsza efektywnoscia w obronie organizmu
(39) oraz duza zdolnoscig do tworzenia form
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volimerveznych (65). Wedlug Portera i Allena
(56) aktywnos$é przeciwcial zlokalizowanych we
frakeji SIgA jest 10 krotnie wyzsza w poréw-
naniu do IgA surowicy krwi.

Immunoglobuliny SIgA, produkowane lokal-
nie wystepuja najcze$ciej w dwoéch formach
polimerycznych, ktére rdéznia sie miedzy sobg
wielkoScia czasteczki oraz stala sedvmentacii.
Stala sedymentacji gléwnego piku tej immuno-
globuliny wynosi Ssaw—11.2 natomiast piku
mniejszego Ssqw—15.4 (6, 20, 41. 54. 57). Cie-
zar czasteczkowy bialka o stalej sedymentacji
11.2 S wynosi 385 000—417 000 (6. 20, 45). Za-
warto$é weglowodanéw ocenia sie na 8—9%
(25).

Komar i wsp. (32) badajac sekrecyjne IgA
wystepujgce w wydzielinie jamy nosowej byd-
la podali dokladna charakterystyke dwodch
form polimerycznych o stalych sedymentacji
15,3 S i 12.2 S. Lanicuchy polipeptydowe w czg-
steczce biatka 12,2 S sg powigzane wigzaniami
kowalencyjnymi, natomiast w czasteczce 15,3
S wystepujag wiazania niekowalencyjne. Czas-
teczka ta rozklada sie na pik szybko wedruiacy
(4,2 S) oraz pik wolno wedrujacy (3,8 S). Wyz-
szy ciezar czasteczkowy SIgA o stalej sedy-
mentacji 15.3 S, wynoszacy 642 000 sugeruje
trymeryczna forme tego bialka. Immunoglobu-
liny o tej samej wielkosci stalej sedymentaciji
wystepuja takze u owiec (26).

Dimeryczna czasteczka klasy SIgA  sklada
sie z czterech lanicuchow polipeptydowych ciez-
kich (H) o ciezarze czasteczkowym 61 000 oraz
czterech laticuchow lekkich, o ciezarze czastecz-
kowym 23000 (6). Analiza lancuchow H («)
wykazala, ze réznig sie one zarowno pod wzgle-



