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(myszy, szezury) z paszy, m. in. z kiszonek. Jak
strriierhził Mńlier 1ił; tóksyna botulinowa moźe
być wytwaTzana przez C. botulinum w trupach
małych zwierząt, które dostają się przypadko-
wo z zielonką do silosu. Toksyną z trupów mo-
że przenikać do kiszonki. Nalezy też zvłrócić u-
\il/agę na zanieczyszczone ściekami zbiorniki
wodne na pastwiskach, gdyż jak wykazali Kiu-
pel i wsp. (13) mogą być one źródŁem toksyny.
Stwierdzenie botulizmu w krajach o podobnych
warunkach klimatycznych do naszych pozwala
ptzypuszczać, że i w Polsce mogą występować
nierozpoznawane przypadki botulizmu bydła.
W związku z tym w każdym przypadku wystą-
pienia u krów porażeń pbdobnych do opisanych
wskazane jest przeprowadzanie badań labora-
toryjnych w kierunku botulizmu,
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Wpływ onłygenów pełnych i ściony komórkowei bezllenowców

P. ocnes no rozwói nobłonioko Guerin szczurów
z zak.ladu Eigieny weterynaryjnej w Lubunie

Niezwykła zdolność antygenów P. acnes
(APA) do indukowania odporności przeciwko
ptzeszczepialnym nowotworom zwierząt doś-
wiadezalnych stała się tematem wyjątkowo na-
silonych ostatnio badań (l, 8, 12, 15, 16, 79, 26,
30, 31, 32). W pewnych warunkach - wywoła-
nej przez APA immunostymulacji - stwierdza-
no wyraźną niewrażliwość zwierząt na przesz-
czepy allogeniczrre i syngeniczne nowotworów
(1, 18, 20). Niekiedy podanie APA zwierzętom
dotkniętym nowotworem powodowało reg-
resję pierwotnych guzów (72,31,36) i hamowa-
nie wtórnych przerzńów (6, 2B). Powyższe e-
fekty immunizacyjne powstawały zwykle po
podaniu antygenów pełnych (AP) P. ames (1,
72, !B, 20). Natomiast brak jest bliższych da-
nych co do stopnia aktywności - w tym zak-
resie - ściany komórkowej (SK) tych beztle-
nowców. Poża tym podkreślić należy, że wła-
ściwości przeciwnowotworowe APA były do-
tychcza,s badane tylko u szczepów izolowanych
od człowieka (1, 6, 72, 36). Natomiast szczepy
zwierzęce P. acnes pod tym względem nie zo-
stały jeszcze sprawdzone.

W związku z powyższyrn celem niniejszej
pracy było przebadanie aktywności antygenów
pełlrych i ściany komórkowej zwierzęcego
szczepu (,;IB 18") P, acnes wobec nabłoniąka
(epithelżoma - Eph) Guerin szczurów.

Materiał i metody
Zwi,etzęla. Badania przeprowadzono na §zczurach

Wistar/Bog, samicach w -wieku 4 miesięcy (Hodo,*4a
Zwierząt boświadczalnych w Przeźmirowie k/Pozna-
nia)"
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pochodzeniel novlotworu. przeszczepialny nabłoniak
(Eph) uzyskany przez Guerin i Guerin (11) ze spon-
tanicznego gruczolaka macicy szczura i od tego cza-
su pasażowany wyłącznie na szczurach - otrzyma-
.ro Ód d, J. BogajewskieBo (Hodowla Zwietząt Doś-

/Poznania).
Pobrany od szczura

połączonych płynów
(stosunek 1:1) z do-
Z kolei zbitą tkankę

rozdrabniano i dodawano 0,L25olo . trypsyny (WSS
Lublin). Czas trawienia - na mieszadle magnetycz-
nym - w ternp. 20oC wynosił 5 godzin. Odwirowany
oŚad zawieszano w roztworze płynów Hanksa

no co 2 dlni polmiary - suwakiem - naj,dłuższej śred-
nicy r,osnące,go glza,

SŻczep Lakteryjny. W badaniach użyto szczep P.
ocnes (,,IB1S") wyosobniony ze zmian nekrotvczno-
-ropnych w wątrobie gęsi. Został on wyselekcjonowa-
ny- w ZHW w Lublinie - z grupy 12 innych szcze-
pów P. ocnes - 

jako najaktywniejszy immunosty-
mulator.
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dzielony przy 3000 obr./min. od nie rozbitych bak-
terii, poddawano wirowaniu przy 16 000 obr./min. w
4oC. Przeplukany w buforze Tris - HCl osad zawie-
szano w 2% SDS (Koch - I-ight Lab,, Anglia), wiro-
wano i stosując dawki enzymów 200 pg/rml trawiono
w 3?oC l<otejrno trypsyną (Menck E., RFN), dezoksyry-
bonukleazą (Fluka-Buch, Szwajcaria) i rybonukleazą
(Abbott Lab., USA). Preparat SK, po przemyciu w
buforze Tris - HCl i HrO redest,, liofilizowano.

Immunizacja. Sposób podania szczurom AP i SK
warunkował zamierzenie tej immunizacji, zakłada-
jące j uzyskanie efektu cytostazy w ro,zwo ju guza
Guerin, W tym celu podawano AP dootrzewnowo
szczurom (Lgrupa - dwukrotne iniekcje w dawitach
?,5 mg i 2,5 ńg w odstępie 4 tygodniowym) oraz pod-
skórnie (II grupa - 

jednokrotnie w dawce 5 mg), a
SK tylko podskórnie (III grupa - jednokrotnie 5 mg).
Po 2 tygodniach od ostatniej iniekcji, wszystkim
szczurom (grupy I, II i III), wprowadzano podskór-
nie 2,5 mg AP iub SK wtaz z dawką ,;challenge" ko-
mórek Eph. Poza tym, w próbie leczhiczej wprowa-
dzano szczurom Wistar/Bog antygeny AP i SK dwu-
krotnie tj. w ? d,niu rozwoju guza Eph o rozmiarach
12 m,m (2,5 mg podskórnie w bezpośrednie sąsiedzt-
wo guza) oraz w 14 dnliu (doguzowo w dawce 2,5
mg).

Wyniki i omówienie
Działanie cytostatyczne antygenów P. acnes

- pełnych AP i ściany komórkowej SK
rozwoj nabłoniaka (Eph) Guerin szczurów
przedstawia tab. 1. Wynika z niej, że powyższe
antygeny, w warunkach doświadczenia, stymu-
1owały odporność przeciwnowotworową. Świad-
czy bowiem o tym wywołane opóźnienie w roz-
woju procesu nowotworowego i wydłuzona
przeżywalność zakażonych szczutów (przy
DI196:10a komórek Eph). Okazało się pTzy tym,
że spośród użytych preparatów wyższą aktyw-
ność posiadały antygeny SK (grupa III zwie-
rząt) niż AP (grupa I i II). Czas pojawie-

- w)rnosił w grupie I - 7l4, lI - 2l5, III -3|5, a w kontrólnój grupie IV - 0/5.
Kolejne wyniki przeprowadzon,ej - przy po-

mocy antygenów APA - próby terapii rozwi-
niętego już guza (średnica 12 mm w 7 dniu roz-
wo ryc. 1. Wynika z niej,
że i SK nie wywoływały
w zenia - recesji nabło-
niaka Guerin. Śred,nicd guza po leczeniu u zwie-
rząt padŁych wahała się w granicach 5-5,3 cm,
a i Śzczurów nie leczonych osiągała tylko 4,7
cm. Co więcej, stosowana terapia skracała
nawet czas życia szczurów (30 i 33 dni
w przypadku stosowa,nia SK i AP oraz
35,5 dnia w grupie 'kontrolnej).

Antygeny pełne (AP), pochodzące z izolowa-
nych od człowieka beztlenowców P. acnes,
dziaŁają inhibicyjnie na wzrost zarówno pier,-
wotnych guzów nowotworowych, jak i wtór-
nych ich przerzutów (3, 6, 12, 79, 20, 28, 33,
36), Przeprowadzone badania własne, z użyeiem
po raz pierwszy zwierzęcego szczepu p. acnes
(,,IBlB"), dowiodły jego aktywności wobec syn-
geniczrrego nabłoniaka (Eph) Guerin, Uzyska-
ny efekt cytostatycnry - na szczurach preim-
munizowanych antygenem AP - polegał na
znacznym przedłużenia fazy latentnej w toz-
woju guza, pr.zy zwiększone j przeżywalnośei
tych zwierząt. Opis powodowanych przez AP
podobnych opózrrień w proliferacji różnyeh,
doświadczalnych nowotworów zwierzęcych po-
dali Woodnrff i Boak (36), Fisher i wsp. (9),
Jones i wsp. (13) oraz Suit i wsp (33). Według
Ando i wsp. (2) mechanizm powodowanej przez
AP cytostazy procesu nowotworowego SCC
(,,Squamous CelI Carcinoma") polega na prze,d-

IV
(kontrola)

AP
(7,5:5 i 2,5 i.p.)

AP
(5,0 s.c.)

sK
(5,0 s.c.)

I

II

III

4

6

5

5

Dawka ,,challeń-
ge" komórek Eph
(s.c. z antygenem

101
(*2,5 mg AP)

104
(*2,5 mg AP)

10{
(t2,5 me sx)

10{

Początek
rozwoju l'ph
(w dniach)

Czas przeżycia
szczurów padłych

(w dniach)

Szczury
przeżywające
ponad 120 dni

2I (!2)

18 (t?)

26 (t1)

? (t2)

58 (t14)

56 (+15)

?2 (+131

35 (+141

ll4
215

3/5

0/5

o0jaśnii€nla: A.P: arytygen perny; sK - ściana IśornóTkowa; lioznik: lj.czba saczv|tów przeży,wający,ch; mianownik: licz-
ba szczurów wżytyĘh W doświadcz€rlilu.

nia się guza był średnio 2-4 krotnie dłuż-
szy dlą szczurów immunizowanych (począ-
tek proliferacji Eph w 18-26 dniu) niż kon-
trolnych (średnio w 7 dniu). W przypadku pow-
stania niepełnej odporności poirnmunizacyjnej
stwierdzano 1, 5-2-krotnie dluższą pr7eżyw aI-
ność zwierząt osiągaj ącą 56-72 dni (w grupie
kontrolnej przeciętnie 35 dni). Natomiast wskaź-
nik pełnej cytostazy komórek Eph, mierzony
jako stosunek liczby szczurów zdrowych do
padłych - w 120 dniowym okresie obserwacji

łużeniu czasu generacji komórek T6, głównie
w fazie G1, a częściowo takze w stadium S
cyklu komórkowego.

Ściana komórkowa (SK) szczepu ,,IB18", pod-
dana ocenie aktywności przeciwnowotiworowej,
wykazała zdolność do indukowania jeszcze sil-
niejszej niż AP odporności na dawkę zakaża-
jącą komórek Eph. Wynik ten nie potwierdza
danych Riveros - Moreno i wsp. (26), któtzy
wskazywali, że pomr:c stymulacyjna SK stano-
wi zaledwie 10% aktywności antygenu pełne-

Tab. 1. W,pływ cytostatyczny antygenów P. acnes na rozwój ,nabłoniaka (Eph) szczurów

LiczbaIRodzajidawka
rów l immunizacyjna

grupiel antygenu
(mg/szczura)
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Ry,c. 1. Fró,ba terapii szczurów z Eph p;rzy użyciu antygenów pełnych (AP) i ściany konórkowej
zwlerzęcego szczepu ,,IB18" beztlenowców P. acnes
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go (AP). Podkreślić należy, ze w obu przypad-
kach użyto syngeniczne przeszczepy nowotwo-
rów.

Rozważając korelację pomiędzy strukturą an-
tygenów P. acnes, a ich działaniem przeciw-
nowotworowym, można przychylić się do opi-
rrii Adlama i Scotta (\), że o aktywności SK
decyduje integralny kompleks peptydoglikano-
wy. Jednak nie wyklucza się wcale znaczenia
komponenty lipidowej (KL). Bowiem KL, two-
rzącalużno związaną osłonkę w rodzaju ,,otocz-
ki" (,,capsule like structure"), silrnie stymuluje
makrofagi (22, 2l),

Wpływ cytostatyczny antygenów ,,IB1B", na
ptzeszczepy Eph, występował przy dootrzew-
nowej i podskórnej drodze wprowadzenia APA.
Ptzypuszczalnie za]eżał on od wzbudzenia od-
porności specyficznej i niespecyficznej. Wiado-
mo bowiem, ze systemowe podanie APA uru-
chamia mechaniznr, główni,e niespecyficznej od-
porności (30), mediowanej ptzez cytotoksyczne
makrofagi (10, 21). Natomiast podskórna iniek-
cja mi"eszaniny komórek guza i APA indukuje
przede wszystkim odpor-ność specyficzną (15,
16, 31). Za\eży ona od aktywowanych limfocv-
tów T (31, 35, 37). Według McBridge i wsp. (17)
limfocyty T są stymulowane - jako komórki
efektorowe - takze przy systemowej inokulacji
APA.

Nieudane próby własne, przeprowadzonej te-
rapii szczurów z Eph, pozostają w sprzeczności
z wynikami autorów wskazujących na mozli-
w antygenami APA
w 33, 34), Co więcej
w erdzonó krótszą p
zwierząt immunizowanych niż kontrolnych.
Podobne obserwacje poczynili ptzy białaczce
mysiej Berd i Mitchel1 (4). Tłumaczyć to moż-
na pewną szkodiwością antygenów P, acnes
(:l, 14, 23, 29) i stymulacją komórek immuno-
suprmyjnych (5), Poza tym niervykluczoae, że
powyższe odchylenia wynikają z różntc w wieI-
kości użytych w badaniąch nowotworów. Suit
i wsp. (34) przy pomocy APA osiągnęli regre-
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4ł

(SK)

sję 3-4 mm guzów. Natomiast badania własne
były przeprowadzane na Eph o wymiarach 72
mm. Z doświadczeń Remacle-Bonneta i wsp.
(25) oraz Pike i Syndermana QĄ wynika, że
większe guzy wytwarzają aktywniejsze inhibi-
tory odporności.

Wnioski
1. Dziąłanie przeciwnowot,w,orowe antyge-

nów P. acnes (szcz,ep zvłietzęcy ,,IB18") przed-
stawiało proces w}rraźnej inhibicii dawki
,,challenge" (Dlroo:10a komórek) nabłoniaka
(Eph) Guerin szczuqów (bez wpływu na recesję
ustalonych już guzów).

2. Powyższą aktywność wykazały zarówno
antygeny pćłne (AP) jak i ściany komórkowe
(SK). Jednak działanie SK hamujące rozwój
Eph było silniejsze niż AP.
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Ha pa3BI{TIre gIIrrTeJIlroMa feperra xprrc.

X llc npo-
a Ix (nA)
K o ,IBIB"

P. acnes oTItoc],ITeJIbHo grIIdTeJIr{oMa leperra ł<pblc.
Vnouarryrlre aHTrlIqHbI cTr,INlyJI]4poBaJI,]ł oTaIeTJIrlByIo

MARIAN ŚWIDERSKI, ANTONI JĘDRZEJOWSKI
GruJice

npo TrtB ooEyxo JIeB},-K) ycrort.urn octL,, npoBB JlFIoIqyIocE B
2-4-KparnoM 3al{eAJTeltr{r4 pa3BuTl4E olryxoJIr{ ,4 E
1,5-2 pa3a 4onlureż nepex{]4BaeMocTl4 Kpblc rrpu Irpr{-
uerreHgoń Ao3e qeJIJIeH)ł<'(DI100:104 KJIeToK Eph). He-
KoTopble IĄ\ąMyHu3vpoBaHHbIe KpLIcbI esrx<,rłBanr 6eg
6e.rresHeIrHrIx crMIITo]MoB Becb 120-4rreerłoż neproA
Ha6łro4eHłłż.
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Ceepx ror,o np]4MenfieMo,e JIeqeHMe ycKopEJIo pa3Br{-
Trłe ollyxoJIeźl r cor<pau{aJIo BpeME BbIrKMBaeMocTl{
xpr,Ic c Eph.

Qygan Z., Batcz L, Sikorski T, - The influence of
whole antigens and coll walls of P. acnes on the
developrnent of Guerin epithelioma in rats,

The lvho,le antigens and the antigens of the ce1].

wa1l of the animal strain I,B-IB of P. acnes induced J

a significant iłrrmunity against epithelioma evidenced
by 2-4 times delay of the developrnent of the tu,rnour
and aPprox, donrble tirne tsurvival following the ex-
position to l10a of, epitheli,orna cel]s. Some of the rats
survived without any clinica1 signs of the disease for
120 days. An attempt of treatment of the ,developed
tumour (size 12 mm at day 7 of its gro'wth) failed
and besides the treatment promoted the development
of tumour-s and sholtened the rats time, survival.
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Kolicynolypio połeczek E. coli z kolibokterioz prosiql

Kolibakteriozy zwietząt z uwagi na częste
występowanie, dość wysoki odsetek padnięć i
zmniejszone przyrosty wago-we powodują du-
że straty gospodarcze (6, 7) i dlatego ciągle sta-
nowią poważny problem w medycynie wetery-
naryjnej (3, 5, 6, 19). Furowicz i wsp. (6), Ka-
szubkiewicz,i wsp. (9) oraz Truszczyński i wsp.

E. colź nabiera szczególnego znaczęnia.

genne.
Materiał i metody

stosowalrlo zestaw szczepów kolicyno,ge,nrrych kolekcji
prof. Fredericqa.

E. coli. CA 58
Sh. Dispar P 15
E. coli K 49
E. coli. 1B5 Nx II (S) a

W charakterze indy{<atorów kolićynogenit użyto
szczepów E, colż K-12 Row i E. colż K-12 C-5.
Wszystkie wymienione szczepy oitrzymano od prof.
Lachowicza z Instytutu Mikrobiologii Uniwersytetu
Wrocławskiego.

Kolicynotypię i kolicynogeirrię wykonano metodą
agaru dwuwarstwowego na płytkach Petriego wg
Fredericqa (4). Szczepy kolicynogenne z 24 godz. ho-
dowli bulionowej wkłuwano na płytki z agarem od-
żyw,czym (pc 6 na jedną płytkę), Po 48 godz. inku-
bacji wyrosłe makrol<olonie zabijano parami chloro-
formu. Do 5 ml 0,70/0 agaru odŻywczego dodawarro
0,2 ml 12 godz. bulionowej hodowli badanego szcze-
pu i rozprowadzano go na powierzchni płytki z ma-
krokolo,rriami. obecrrość stref zaha,rnowałlia wzrostu
o,dczytywano po 24 godz. inkubacji. Każdy szczep
typowano 3-kro'tnie, pfzy czym uwzględniano jako
dodatnie tylko te wyniki, które powtarzały się co
najmniej 2 razy,

Przy każdym doświadczeniu kontrolowano szczepy
standardowe względem szczepów indykatorowych
E. colż K-12 Row i E. coli K-72 C-5. W okresie pro-
wadzenia badań wszy,stkie szczepy zestawu prof.
Fredericqa były kolicynogenne.

Wyniki i omówienie

Większość (87,60ń) badanych szc7epów E. coli,
było wrazliwych na co najmniej dwie kolicyny
zestawu Fredericqa. Pozwoliło to wyróżn^ić w
badanej kolekcji 42B sz icynotv-
pów (tab; 1). Najliczniej y 16,8ło
badanych szczepów był charak-
teryzr"rjący się wrażliwością na kolicyny M, Er,

iSZcZćp
E. coli, 32 T 19/\' 75
E. colź K 53
E. coli, CA 42
E. colż 185 Mn/b 23
E. coli CA 53
E. coli, MR 2
D. coli CA 46

Kolicyna
M
f,,-

Ez
Er
Ja
Jb
G
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