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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-
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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-
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dem antygenowym, jak i fizyko-chemicznym od
laricuchéw ciezkich, wchodzacych w sklad im-
munoglobulin klasy IgM, 1gG, i IgG, (6).

W badaniach nad wiazaniem immunoglobu-
lin klasy IgM oraz IgA z fragmentem wydziel-
niczym SC w siarze, Seto i wsp. (62) obserwo-
wali znaczne podobienstwo antygenowe tych
klas immunoglobulin. Wspdlne determinanty
antygenowe siarowych IgM i IgA byly roz-
mieszczone zaréwno na fragmencie wydzielni-
czym SC, jak i na lancuchach ciezkich tych im-
munoglobulin.

Obok wielu cech wspdlnych, jakie posiadajg
produkowane lokalnie sekrecyjne immunoglo-
buliny klasy SIgA, réznig sie one miedzy soba
iloscig determinant antygenowych zlokalizowa-
nych na powierzchni czasteczek. Wydaje sie, ze
te roznice wynikajg z odmiennej roli, jakg pel-
nig SIgA w réznych miejscach ich syntezy. W
porownaniu do SIgA izolowanej z siary wiek-
szg ilosé determinant antygenowych posiadaja
SIgA zawarte w wydzielinie nosowej oraz we
Izach (6).

Dodatkowym elementem, ktéry wystepuje w
sekrecyjnych immunoglobulinach klasy SIgA
jest obecnos$¢ w ich czgsteczkach fragmentu SC
(secretory component) oraz lancucha J (joining)
(67, 69). Fragment SC jest glikoproteidem-a
(6). W stanie wolnym wystepuje on w wiek-
szosci wydzielin zewnetrznych (38, 49, 54), przy
czym moze laczy¢ sie nie tylko z SIgA, ale
rowniez z immunoglobuling klasy IgM (62).
Rola fragmentu SC polega prawdopodobnie na
ulatwieniu przechodzenia IgA do wydzielin,
stabilizacji czasteczki oraz zmniejszaniu podat-
nosci na dzialanie czynnikéw proteolitycznych
(4). Ciezar czasteczkowy fragmentu SC wyno-
si 75 000—78 000 (6, 32). Izolowany z wydzie-
lin zewnetrznych bydla daje reakcje krzyzowe
z identycznym fragmentem otrzymanym od o-
wiec i kéz (9). Glikoproteid-a we wlasciwos-
ciach fizykochemicznych wykazuje znaczne po-
dobienstwo z fragmentem SC identyfikowanym
u ludzi (35, 37). Najwieksze ilo§ci wolnego fra-
gmentu wydzielniczego wystepuja w mleku (37,
38).

Nie mniej waznym komponentem czasteczki
SIgA jest lancuch J (joining) o ciezarze czas-
teczkowym 17040 (32, 67). Opisany po raz
pierwszy przez Halperna i Koshlanda (27), ja-
ko skladnik kroliczych SIgA, wchodzi takze w
sktad czasteczki sekrecyjnej immunoglobuliny
klasy IgA izolowanej od przezuwaczy (6, 26).
Lancuch J izolowany od bydla wykazuje reak-
cje krzyzowe z lanicuchem J izolowanym od lu-
dzi (71). Jest on takze skladnikiem sekrecyijnej
immunoglobuliny klasy IgM (33). Obecnosé
fancucha J syntetyzowanego przez komoérki
plazmatyczne jest nieodzownym czynnikiem do
formowania polimerycznych czastek SIgA (50).
Udzial procentowy tego skladnika w calej cza-
steczece SIgA wynosi 4—6%. W znacznej wiek-
szoSci lancuch J jest eluowany z frakeji lan-
cuchow lekkich SIgA (32).

Sekrecyjne immunoglobuliny klasy IgA wy-
stepuja w wiekszosci wydzielin u przezuwaczy.
Ich procentowy udzial u bydla w wydzielinie
nosowej wynosi 97%, $linie 92% oraz w lzach
86% ogolnej ilosci immunoglobulin (38). U owiec,
najwyzszy  procentowy  udzial wszystkich
immunoglobulin wydzielniczych stanowig SIgA
w wydzielinie gruczoléw lzowych (63). SIgA
stwierdza sie rowniez w wydzielinie przewodu
pokarmowego, ukladu oddechowego, mleku,
siarze, zolci, limfie, w obrebie drog moczowo-
-plciowych, plynie pecherzykowym oraz w mo-
czu (7, 15, 32, 59, 64). Niewielkie ilosci tej im-
munoglobuliny wykazano takze w surowicy
krwi (20, 38, 73). Poziom SIgA w mleku, lzach
oraz $linie jest skorelowany z calkowitym po-
ziomem Ig (30). W surowicy krwi taka korela-
cja nie wystepuje. Ponadto we krwi obwodo-
wej nie stwierdzono obecno$ci charakterystycz-
nego komponentu immunoglobulin sekrecyj-
nych — fragmentu SC (38, 54).

Sekrecyjne immunoglobuliny klasy IgA syn-
tetyzowane sg przez komérki plazmatyczne zlo-
kalizowane w lamina propria §luzéwki oskrze-
li, przewodu pokarmowego, moczowo-plciowe-
go oraz gruczoldw wydzielniczych (8, 9, 10, 11,
16, 73). Produkcje fragmentu FC podejmuia
natomiast komorki nablonka, w obrebie kt6-
rych ma miejsce Iaczenie sie obu skladnikow
(66). W przewodzie pokarmowym komdrki te
sg zlokalizowane w dolnym obszarze krypt je-
litowych. IgA stwierdza sie w gérnej czesci cy-
toplazmy tych komérek (57).

Komorki plazmatyczne zdolne do syntezy IgA
infiltruja lamina propria $luzéwki jelita we
wezesnym okresie rozwoju osobniczego przezu-
waczy (1, 48). Wedlug Allena i Portera (1) po-
jawiaja sie one u 4-dniowych cielgt. U byd-
la i owiec najwyzsze ilo§ci komoérek zdolnych
do syntezy IgA wystepuja w jelicie cienkim,
jelicie $lepym craz w okreznicy (1, 2, 16, 38).
Liczba tych komorek jest jedynie w nieznacz-
nym stopniu skorelowana z wiekiem zwierzat
(48).

W przeciwienstwie do pozostalych klas im-
munoglobulin u przezuwaczy IgA wystepuje w
zyciu plodowym jedynie w obrebie przewodu
pokarmowego (58, 82). W surowicy krwi no-
worodkéw IgA nie stwierdza sie (54). Tak wiec
jedynym zrédiem przeciwciat tej klasy dla no-
wo narodzonych cielgt jest siara matek. Po
spozyeiu siary do surowicy krwi dostaja sie
jedynie Sladowe ilosci wydzielniczych IgA (56).

Produkcja lokalna bialek klasy IgA przez
cieleta jest zaawansowana w 2 tygodniu ich
zycia (48). U cielgt w tym wieku SIgA stanowi
okolo 10% ogélnej zawartosci immunoglobulin
stwierdzanych w jelitach. W jelitowych wez-
lach chlonnych produkecja IgA rozpoczyna sie
pod koniec 2 tygodnia zycia (cyt. 43).

Syntetyzowane w przewodzie pokarmowym
bialka klasy SIgA wykazuja u przezuwaczy
duza zmienno$¢ osobnicza (48, 77). U bydla
poziom tych bialek w wieku 18 miesiecy waha
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sie w granicach 0—38% ogdlnej zawartosci im-
munoglobulin jelitowych (48). W przewodzie

pokarmowym owiec poziom SIgA moze osiggaé .

90% potencjalu immunoglobulin wydzielniczych
(59). Ich wartos$é przekracza 45-—50 krotnie po-
ziom IgA stwierdzanych w surowicy krwi ob-
wodowej (16). :

W gruczole mlekowym, ktéry pelni u prze-
zuwaczy doniosla role w przekazywaniu od-
pornosci biernej potomstwu, immunoglobuliny
klasy SIgA stanowia jedynie niewielki procent
ogdlnego potencjalu immunoglobulinowego (38,
63). Wg Portera (57) poziom IgA oraz IgM sta-
nowi okolo 20% siarowych immunoglobulin.
Podczas pierwszych 3 dni laktacji stwierdza sie
gwaltowny spadek poziomu immunoglobulin
siarowych. Ich poziom w mleku utrzymuie sie
na stosunkowo niskim stalym poziomie (43, 54,
55).

Gléwng immunoglobuling siarowa u przezu-
waczy sg bialka klasy IgG (38, 63). Natomiast
u zwierzat majacych zdolnod§é przekazywania
immunoglobulin w okresie zycia plodowego
droza lozyskowsa w siarze dominuja biatka kla-
sy IgA (70). U bydla produkcja dzienna frag-
mentu SC w gruczole mlekowym wynosi 1,2 g
{(38).

Zainteresowanie przeciwzakaznag rolg wy-
dzielniczych immunoglobulin klasy IgA w miej-
scowej obronie narzadéw i tkanek datuje sie
od momentu wykazania ich znaczacej obecnos-
ci w wvdzielinach ustrojowych. Ochronne dzia-
tanie SIgA w stosunku do zakazehd wirusowych
i bakteryinych dotyczy gléwnie blon §luzowych.
gdzie biatka te wspéldzialajac z innymi mecha-
nizmami obronnymi stanowia pierwsza linie
obrony przed infekeijg (3).

Dotychezas najlepiej poznano role SIgA w
schorzeniach o etiologii wirusowej (24, 41, 69).
Alctywnoéé tej klasy biatlek w wydzielinach ze-
wnetrznych przezuwaczy wykazano w stosun-
ku do wiruséw: Picorna (41). Herpes (24, 77),
Paramylkso (47), Togo (77). W zakazeniach wi-
rusowych SIgA pelnig role przeciweial neutra-
lizujgcych (40, 41, 61). Matsumoto i wsp. (41).
wykazali istnienie Scistej korelacji miedzy mia-
nem neutralizujacym wirus a poziomem SIgA
w tedcie radialnej immunodyfuzii. )

Stosowanie réznych metod stymulacji anty-
genowej powoduje podwyzszenie miana prze-
ciwcial a takze wyzszy poziom produkowanvch
miejscowo bialek STgA. Wzrost poziomu SIgA
obserwowano w procesie uodporniania przeciw-
ko bakteryinym schorzeniom drég oddecho-
wych (18, 19, 47). przewodu pokarmowego (21,
22) i brucelozie (29). Najwyzszv wzrost immu-
noglobulin SIgA wystepuje wéwezas. gdy an-
tygen stosujemy miejscowo (24, 74). Wiele an-
tygenéw podawanych dowymieniowo powodu-
ie wzrost SIgA w gruczole mlekowym (35. 42,
76, 80. 81). Przy stymulacji mieiscowej obser-
wuje sie takze zwiekszona lokalng produkcie
przeciwcial SIgA w blonach §luzowych nie pod-
danych bezpodredniemu dzialaniu antygenéw
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(41). Zastosowanie tych samych antygenéw pa-
renteralnie (i.m.) wywoluje jedynie wzrost po-
ziomu surowiczych i miejscowych przeciwcial
zlokalizowanych przede wszystkim w klasie
IgG (24, 41).

Powyzsze obserwacje wydaja sie wskazywac
na istnienie niezaleznego systemu miejscowej
syntezy przeciwcial w odréznieniu od systemu
limfo-plazmatycznego, produkujacego przeciw-
ciala surowicze, a takze na wzajemne powig-
zania réznych miejsc lokalnej syntezy przeciw-
cial w zakresie odpowiedzi immunologicznej.

Duzy wplyw na indukcje sekrecyjnych im-
munoglobulin, obok metod immunizacji, dawki
oraz drogi podania antygenu ma stan fizjolo-
giczny zwierzecia 1 charakter antygenu (46).

W infekcjach bakteryjnych rola SIgA nie

zostala jeszeze udokumentowana w sposéb prze-
konywujgcy. Wykazano wprawdzie, Zze szereg
przeciwcial dla antygenow bakteryjnych jest
zlokalizowanych w tej klasie immunoglobulin
(19, 21, 22, 28), jednakze ich obecno$¢ oraz wy-
soki poziom nie zawsze jest zwiagzany z od-
pornoscia organizmu na zakazenia bakteryjne
28).
( Duzg role siarowych IgA i IgM w stosunku
do antygenu ,,K” E. coli wykazali Wilson i Ju-
tila (81) w badaniach nad udzialem poszczegdl-
nych klas immunoglobulin w doswiadczalnej
kolibakteriozie cielat. Jednakze Seto i wsp. (62)
nie potwierdzaja tak znaczacego udzialu SIgA
w schorzeniach przewodu pokarmowego. Podo-
bnie zakazenie cielgt Mycoplasma mycoides nie
powoduje wzrostu poziomu przeciweial SIgA
w  wvdzielinie nosowej (17). Szereg autordéw
wskazuje takze na niewielki udzial SIgA w
vrzebiecu wibrionozyv narzadu rodnego bydla
(12. 13. 14) i keratokonjunctivitis (31). Wynika
to byvé moze ze stosunkowo stabych zdolnodci
opsonizujgcych przeciweial SIgA (12, 13).

Kontrowersie wvnikajace z przeciwbakte-
ryinego dzialania SIgA zwiagzane sg takze =z
trudnosciami wvkazania dzialania litveznego tej
klasy immunoeglobulin (66. 79). W procesie nor-
malnej aktywacii komplementu immunoglobu-
liny SIgA nie wiazg sie z jeso skladnikami
(23. 69). Jednakze istnieie mozliwosé wigzania
dopelniacza przez SIgA w vrocesie tzw. alter-
natywnej lub bocznej drogi jego aktvwacii,
ktéra przebiesa bez wykorzystania skladnikéw
C,, C; 1 Cy (69). Nie wzbudza natomiast wiek-
szych watpliwoéci przeciwbakteryjne dzialanie
SIgA voprzez aglutynacje i agregacje drobno-
ustrojéw. Dzieki tym mechanizmom jest utrud-
niony kontakt bakterii z narzadami oraz ulat-
wiona inaktywacja toksyn (14, 34, 44, 53, 78).

W analizie przeciwzakaznej roli immunoglo-
bulin SIgA. obok wymienionych mechanizméw
odpornosciowych. poczesne miejsce zajmuje
takze wspdldzialanie {ych bialek z innymi
czynnikami odpornoséci. Na szczegdlne pod-
kreslenie zastuguje wspoldziatanie z produko-
wanymi lokalnie immunoglobulinami klas
IsG i IgM, udzial w aktywacji ukladu makro-
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fagéw oraz wspéldzialanie z lizozymem, pro-
perdyna, oj-antytrypsyng i oy-makroglobuling
(60, 62).

W ocenie przeciwzakaznej roli immunoglo-
bulin SIgA u zwierzat istniejg nadal powazne
rozbieznosci. Szereg probleméw oczekuje tak-
ze pelniejszego wyjasnienia. Majac na uwadze
duze znaczenie przeciwcial SIgA w mechaniz-
mach miejscowej odpornosei przeciwzakaznej
nalezy oczekiwac rozleglych badan poswieco-
nych tym zagadnieniom. Wyrazamy nadzieje,
ze badania te zajmg wlasciwe miejsce takze
w polskich naukach weterynaryjnych.
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GOONTERATNE S. R, HOWELL J. MC C.,, GAW-
THORNE 1J.: Srédkemoérkowe rozmieszczenie miedzi w
watrobie zdrowych cowiec oraz owiec otrzymujacych
miedz (Intracellular distribution of copper in the li-
ver of normal and copper loaded sheeep). Res. vet. Sci.
27, 30—317, 1979 (1).

Trzydziestu owcom podawano sondg przez 5 kolej-
nych dni tygodnia 10 ml 0,2% roztworu siarczanu mie-
dzi/10 kg wagi ciala, Grupe kontrolng stanowilo 12
owiec. Z grupy doswiadczalnej 3 sztuki poddano ubo-
jowi przed wystapieniem hemolizy, 6 po wystgpieniu
hemolizy, 4 po ustapieniu Kkryzysu hemolitycznego.
Stezenie miedzi, cynku i Zzelaza okre§lono w homoge-
natach tkanki watrobowej oraz w pieciu subcelular-
nych frakcjach: frakecja jadrowa (N), ciezka frakcja
mitochondrialna (MH), lekka frakeja mitochondrialna
(ML), frakcja mikrosomalna (Mi), frakcja cytosolowa
(Cy). U owiec z grupy kontrolnej najwyzsze stezenia
miedzi notowano we frakecji N. Podawanie z pokar-
mem siarczanu miedzl przyczynilo sie do wzrostu za-
wartosci tego pierwiastka we wszystkich badanych
frakcjach subcelularnych. Réwnoczesnie wystepowal
wzrost aktywnodei fosfatazy kwasnej i betaglukuroni-
dazy w homogenatach watroby oraz we frakejach N,
MH i ML, Nadmierne odkladanie sie miedzi w liso-
zomach i w jgdrach prowadzilo do uszkodzenia ko-
moérek.
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