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(myszy, szezury) z paszy, m. in. z kiszonek. Jak
stwierdzil Miiller (14) toksyna botulinowa moze
by¢ wytwarzana przez C. botulinum w trupach
malych zwierzat, ktore dostajg sie przypadko-
wo z zielonkg do silosu. Toksyna z trupéw mo-
ze przenikaé do kiszonki. Nalezy tez zwroci¢ u-
wage na zanieczyszczone $Sciekami zbiorniki
wodne na pastwiskach, gdyz jak wykazali Kiu-
pel i wsp. (13) moga by¢ one zZrédlem toksyny.
Stwierdzenie botulizmu w krajach o podobnych
warunkach klimatycznych do naszych pozwala
przypuszezaé, ze 1 w Polsce moga wystepowaé
nierozpoznawane przypadki botulizmu bydia.
W zwiazku z tym w kazdym przypadku wystg-
pienia u kréw porazen podobnych do opisanych
wskazane jest przeprowadzanie badan labora-
toryjnych w kierunku botulizmu.
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Wplyw antygenéw pelnych i éciany komérkowej beztlenowcéw
P. acnes na rozwdj nabtoniaka Guerin szczuréw

7 Zakladu Higieny Weterynaryjnej w Lublinie

Niezwykla zdolno§¢ antygenéw P. acnes
(APA) do indukowania odporno$ci przeciwko
przeszczepialnym nowotworom zwierzat dos-
wiadczalnych stala sie tematem wyjatkowo na-
silonych ostatnio badan (1, 8, 12, 15, 16, 19, 26,
30, 31, 32). W pewnych warunkach — wywola-
nej przez APA immunostymulacji — stwierdza-
no wyrazng niewrazliwo§¢ zwierzat na przesz-
czepy allogeniczne i syngeniczne nowotworéw
(1, 18, 20). Niekiedy podanie APA zwierzetom
dotknietym nowotworem powodowalo reg-
resje pierwotnych guzéw (12, 31, 36) i hamowa-
nie wtérnych przerzutéw (6, 28). Powyzsze e-
fekty immunizacyjne powstawaly zwykle po
podaniu antygenéw pelnych (AP) P. acnes (1,
12, 18, 20). Natomiast brak jest blizszych da-
nych co do stopnia aktywno$ci — w tym zak-
resie — Sciany komoérkowej (SK) tych beztle-
nowcéw. Poza tym podkresli¢é nalezy, ze wla-
Sciwosci przeciwnowotworowe APA byly do-
tychezas badane tylko u szezepdéw izolowanych
od cztowieka (1, 6, 12, 36). Natomiast szczepy
zwierzece P. acnes pod tym wzgledem nie zo-
staly jeszcze sprawdzone.

W zwiagzku z powyzszym celem niniejszej
pracy bylo przebadanie aktywnosci antygenéw
pelnych i $ciany komérkowej zwierzecego
szczepu (,,IB 18”) P. acnes wobec nabloniaka
(epithelioma — Eph) Guerin szczurdw.

Material i metody

Zwierzeta. Badania przeprowadzono na szczurach

Wistar/Bog, samicach w wieku 4 miesiecy (Hodowla

Zwierzat Do§wiadezalnych w PrzeZmirowie k/Pozna-
nia).
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Pochodzenies nowotworu. Przeszczepialny nabloniak
(Eph) uzyskany przez Guerin i Guerin (11) ze spon-
tanicznego gruczolaka macicy szczura i od tego cza-
su pasazowany wylacznie na szczurach — otrzyma-
no od dr J. Bogajewskiego (Hodowla Zwierzat Dos-
wiadezalnych w Przeimirowie k/Poznania).

Przeszezepianie nowotworu. Pobrany od szczura
wycinele guza przenoszono do polaczonych plynéw
odzywezych Hanksa i Parkera (stosunek 1:1) z do-
datkiem 5% surowicy cielecej. Z kelei zbita tkanke
rozdrabniano i1 dodawano 0,125% . trypsyny (WSS
Lublin). Czas trawienia — na mieszadle magnetycz-
nym — w temp. 20°C wynosil 5 godzin. Odwirowany
osad zawieszano w roztworze plynéw Hanksa —
Parkera i przy pomocy komory Thoma obliczano
liczhe komérek nowotworowych, Ich zZywotnosé
sprawdzano przez zabarwienie 1% bigkitem trypanu.
Szezury zakazano podskérnie dawka 101 komérek
(,,Dosis Infectiva” — DIy) w objetosel 1 ml. Po za-
ohserwowaniu rozrostu nowotworowego przeprowadza-
no co 2 dni pomiary — suwakiem — najdiuzszej éred-
nicy rosngcego guza.

Szczep bakteryjny. W badaniach uzyto szczep P.
acnes (,IB18”) wyosobniony ze zmian nekrotvczno-
-ropnych w watrobie gesi. Zostal on wyselekcjonowa-
ny w ZHW w Lublinie — z grupy 12 innych szcze-
péw P. acnes — jako najaktywniejszy immunosty-
mulator.

Antygeny immunostymulacyjne. Namnozone w cig-
gu 3—5 dni, w podlozu Wrzoska z dodatkiem 0,5%
surowicy konskiej, beztlenowce P, acnes (szczep
,IB18”) wirowano w ciggu 45 minut przy 3000 obr.
na min, a uzyskany osad, po zawieszeniu w 0,85%
NaCl z 04% formaliny, przeirzymywano w 37°C
przez 18 godzin. Na=‘-pnie komoérki bakieryjne po-
nownie odwirowywano i suszono w 37°C. Wysuszony
osad tych bakterii stanowil tzw. anygen pelny (AP),
przetrzymywany do dalszych badan w 4°C. Poza {ym
7 osadu bakieryjnego uzyskiwano sciane komérkows
(SF) metoda Riveros-Moreno i wsp. (26). W tym celu
srorzadzano homogenng zawiesine komorek bakteryj-
nych w 0,1 M buforze Tris — HCI, reozhijanych ulira-
diwiekami w aparacle MSI. Plyn nadosadowy, od-
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dzielony przy 3000 obr./min. od nie rozbitych bak-
terii, poddawano wirowaniu przy 16000 obr./min. w
4°C. Przeplukany w buforze Tris — HCl osad zawie-
szano w 2% SDS (Koch — Light Lab., Anglia), wiro-
wano i stosujac dawki enzymoéw 200 ug/ml trawiono
w 37°C kolejno irypsyng (Merck E., RFN), dezoksyry-
bonukleazg (Fluka-Buch, Szwajcaria) i rybonukleazg
(Abbott Lab.,, USA). Preparat SK, po przemyciu w
buforze Tris — HCI1 i H,O redest., liofilizowano.
Immunizacja. Sposdéb podania szczurom AP i SK
warunkowal zamierzenie tej immunizacji, zaklada-
jacej uzyskanie efektu cytostazy w rozwoju guza
Guerin, W tym celu podawano AP dootrzewnowo

szezurom (I grupa — dwukrotne iniekcje w dawicach
7,5 mg i 2,5 mg w odstepie 4 tygodniowym) oraz pod-
skérnie (IT grupa — jednokrotnie w dawce 5 mg), a

SK tylko podskérnie (III grupa — jednokrotnie 5 mg).
Po 2 tygodniach od ostatniej iniekcji, wszystkim
szezurom (grupy I, II i III), wprowadzano podskor-
nie 2,5 mg AP lub SK wraz z dawksa ,,challenge” ko-
moérek Eph. Poza tym, w prdbie lecznicze] wprowa-
dzano szczurom Wistar/Bog antygeny AP i SK dwu-
krotnie tj. w 7 dniu rozwoju guza Eph o rozmiarach
12 mm (2,5 mg podskoérnie w bezposrednie sasiedzt-
wo)guza) oraz w 14 dniu (doguzowo w dawce 2,5
mg).

Wyniki i omowienie

Dzialanie cytostatyczne antygenéw P. acnes
— pelnych AP i 4ciany komérkowej SK — na
rozwoj nabloniaka (Eph) Guerin szezuréw
przedstawia tab. 1. Wynika z niej, ze powyzsze
antygeny, w warunkach doswiadczenia, stymu-
lowaly odpornoéé przeciwnowotworowa. Swiad-
czy bowiem o tym wywolane opdznienie w roz-
woju procesu nowotworowego i wydtuzona
przezywalno$¢ zakazonych - szczuréw  (przy
DI 9p=10* komoérek Eph). Okazalo sie przy tym,
ze sposrod uzytych preparatow wyzsza aktyw-
nos$¢ posiadaly antygeny SK (grupa III zwie-
rzgt) niz AP (grupa I i II). Czas pojawie-

— wynosil w grupie I — 1/4, II — 2/5, IIT —
3/5, a w kontrolnej grupie IV — 0/5.

Kolejne wyniki przeprowadzonej — przy po-
mocy antygenéw APA — préby terapii rozwi-
nietego juz guza (§rednica 12 mm w 7 dniu roz-
woju Eph) przedstawia ryc. 1. Wynika z niej,
ze uzyte antygeny AP i SK nie wywolywaly
w warunkach dos§wiadczenia — recesji nablo-
niaka Guerin. Srednica guza po leczeniu u zwie-
rzat padlych wahala sie w granicach 5—35,3 cm,
a i szezuréw nie leczonych osiagala tylko 4,7

cm. Co wiecej, stosowana terapia skracala
nawet czas zycia szezuréw (30 i 33 dni
w przypadku stosowania SK i AP oraz

355 dnia w grupie "kontrolnej).

Antygeny pelne (AP), pochodzace z izolowa-
nych od czlowieka beztlenowcow P. acnes,
dzialajg inhibicyjnie na wazrost zaréwno pier-
wotnych guzéw nowotworowych, jak i wtor-
nych ich przerzutéw (3, 6, 12, 19, 20, 28, 33,
36). Przeprowadzone badania wlasne, z uzyciem
po raz pierwszy zwierzecego szczepu P. acnes
(,,IB18”), dowiodly jego aktywnosci wobec syn-
genicznego nabloniaka (Eph) Guerin. Uzyska-
ny efekt cytostatyezny — na szczurach preim-
munizowanych antygenem AP — polegal na
znacznym przedluzeniu fazy latentnej w roz-
woju guza, przy zwiekszonej przezywalnosci
tych zwierzat. Opis powodowanych przez AP
podobnych opéznien w proliferacji réznych,
do$wiadczalnych nowotworéw zwierzécych po-
dali Woodruff i Boak (36), Fisher i wsp. (9),
Jones 1 wsp. (13) oraz Suit i wsp (33). Wedlug
Ando i wsp. (2) mechanizm powodowane] przez
AP cytostazy procesu nowotworowego SCC
(,,Squamous Cell Carcinoma’) polega na przed-

Tab. 1. Wplyw cytostatyczny antygenéw P. acnes ma rozwdj nabloniaka (Eph) sz&zuréw

Liczba Rodzaj i dawka . Ly S
. : : . Dawka ,,challen- Poczgtek Czas przezycia Szezury
Grupa f;czull;oyv lmglg,?;ézgﬂma ge” komérek Eph| rozwoju Eph |szezuréw padiych | przezywajace
grupie ing o ey (s.c. z antygenem) (w dniach) (w dniach) ponad 120 dni
I 4 AP 104 21 (£2) 58 (t14) 1/4
(7,5=5 1 2,5 ip.) (+2,5 mg AP)
H 5 AP 104 18 (7) 56 (115) /5
(5,0 s.c.) (+2,5 mg AP)
I 5 SK 104 26 (£1) 72 (*13) 3/5
(5,0 s.c.) (+2,5 mg SK)
v 5 — 104 7 (22) 35 (+14) 0/5
(kontrola) |

‘Objaénienia: AP = antygen pelny; SK = §ciana komdérkowa; licznik = liczba szczuréw przezywajacych; mianownik = licz-

ba szezuréw uzytych w doswiadezeniu,

nia sie guza byl Srednio 2-—4 krotnie dluz-
szy dla szczuré6w immunizowanych (pocza-
tek proliferacji Eph w 18—26 dniu) niz kon-
trolnych (§rednio w 7 dniu). W przypadku pow-
stania niepelnej odpornosci poimmunizacyjnej
stwierdzano 1,5—2-krotnie diuzsza przezywal-
no$¢ zwierzat osiggajacg 56—72 dni (w grupie
kontrolnej przecietnie 35 dni). Natomiast wskaz-
nik pelnej cytostazy komoérek Eph, mierzony
jako stosunek liczby szczuréw zdrowych do
padlych — w 120 dniowym okresie obserwacji

luzeniu czasu generacji komoérek Tg, glownie
w fazie Gy, a czeSciowo takze w stadium S
cyklu komérkowego.

Sciana komérkowa (SK) szezepu ,,1B18”, pod-
dana ocenie aktywnosci przeciwnowotworowej,
wykazala zdolnos¢ do indukowania jeszcze sil-
niejszej niz AP odpornosci na dawke zakaza-
jaca komoérek Eph. Wynik ten nie potwierdza
danych Riveros — Moreno i wsp. (26), ktérzy
wskazywali, ze pomoc stymulacyjna SK stane-
wi zaledwie 10% aktywnoSci antygenu pelne-
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Ryc. 1. Préba terapii szczuré6w z Eph przy uzyciu antygenbéw peinych (AP)
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ané od zakazienia

i Sciany komorkowej (SK)

zwierzecego szczepu ,,IB18” beztlenowcdédw P. acnes

go (AP). Podkresli¢ nalezy, ze w obu przypad-
kach uzyto syngeniczne przeszczepy nowotwo-
row.

Rozwazajac korelacje pomiedzy strukturg an-
tygenow P. acnes, a ich dzialaniem przeciw-
nowotworowym, mozna przychyli¢ sie do opi-
nii Adlama i Scotta (1), ze o aktywnosci SK
decyduje integralny kompleks peptydoglikano-
wy. Jednak nie wyklucza sie wcale znaczenia
komponenty lipidowej (KL). Bowiem KL, two-
rzaca luzno zwigzang oslonke w rodzaju ,,otocz-

(,capsule like structure”), silnie stymuluje
makrofagi (22, 27).

Wplyw cytostatyczny antygenow ,,IB18”,
przeszczepy Eph, wystepowal przy dootrzew-
nowej i podskérnej drodze wprowadzenia APA.
Przypuszczalme zalezal on od wzbudzenia od~
pornosci specyficznej i niespecyficznej. Wiado-
mo bowiem, Ze systemowe podanie APA uru-
chamia mechanizm, gltéwnie niespecyficznej od-
porno$ci (30), mediowanej przez cytotoksyczne
makrofagl (10, 21). Natomiast podskorna iniek-
cja mleszamny komoérek guza i APA indukuje
przede wszystkim odporno$é specyficzna (15,
16, 31). Zalezy ona od aktywowanych limfocy-
tow T (31, 35, 37). Wedlug McBridge i wsp. (17)
limfocyty T sa stymulowane — jako komorki
efektorowe — takze przy systemowej inokulacji
APA.

Nieudane préby wlasne, przeprowadzonej te-
rapii szczurow z Eph, pozostaja w sprzecznosci
z wynikami autoréw wskazujgcych na mozli-
wos¢ regresji antygenami APA réznych no-
wotworow (20, 33, 34). Co wiecej w badaniach
wlasnych stwierdzono kroétszg przezywalnosé
zwierzat immunizowanych niz kontrolnych.
Podobne obserwacje poczynili przy biataczce
mysiej Berd i Mitchell (4). Ttumaczyé to moz-
na pewna szkodiwoscia antygenéw P. acnes
(7, 14, 23, 29) i stymulacja komérek immuno-
supresyjnych (5). Poza tym niewykluczone, ze
powyzsze odchylenia wynikajg z réznic w wiel-
kosei uzytych w badaniach nowotwordw. Suit
1 wsp. (34) przy pomocy APA osiagneli regre-
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sje 3—4 mm guzéw. Natomiast badania wlasne
byly przeprowadzane na Eph o wymiarach 12
mm. Z do$wiadczen Remacle—Bonneta i wsp.
(25) oraz Pike i Syndermana (24) wynika, ze
wieksze guzy wytwarzaja aktywniejsze inhibi-
tory odpornosci.

Wnioski

1. Dzialanie przeciwnowotworowe antyge-
now P. acnes (szczep zwierzecy ,,IB187) przed-
stawialo proces wyraznej inhibicji dawki
,challenge” (DI;0,=10% komoérek) mnabloniaka
(Eph) Guerin szczurow (bez wplywu na recesje
ustalonych juz guzow).

2. Powyzsza aktywno$¢ wykazaly zaréwno
antygeny pelne (AP) jak i sciany komoérkowe
(SK). Jednak dzialanie SK hamujace rozwoj
Eph bylo silniejsze niz AP.
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Ilsirag 3., Bapa W, Cuxopckmit T. — Buusguue moj-
HBIX AHTHUTEHOB ¥ CTeHKHM KJ€TOK aHa’peboB P. acnes
Ha pa3BuTHe Smmureauoma I'epeHa KpBIC.

B npoBefeHHUbIX MCCIENOBaHMAX MCCHEIOBAINM IIPO-
TUBOONYX0/ISBYH) AKTUBHOCTL IIOMHBIX AHTUTEHOBR (ITA)
u crenxu wmerok (CK) musormoro turamma ,IB18”
P. acnes OTHOCUTenbHO SuureanoMa Iepeda KpbIC.
VIIOMAHYTble AHTUTEHBI CTUMYJIMPOBATIN OTHETIUBYIO

TIIPOTUBOONYXOJMEBYI0 ¥CTOMUMBOCTEL, NIPOABAAKILYIOCHA B
2—4-KpaTHOM 3aMelnjeHMM pPas3BUTMA OUYXOonM M B
1,5—2 pa3a JoJibluell IeperKUBAEMOCTM KpPbIC IIPU IIPU-
MeHeHHo# mo3e uesnenzx (DIj=104 xieTox Eph). He-
KOTOpBbI® MMMYHM3WDOBAHHBIE KPBICHI BBIKMBaiIn 06e3
6eJIe3HEeHHBIX CUMIITOMOB BecChb 120-1HeBHOM IepPUOJ
nabirogenui.

TIonbITEM TepPamuy YKe DPa3BUTON OmyXonu (auaMeTrp
12 mm ma 7 menp pocra Eph) He ymMeH9anluchb yCIIEXOM.
Ceepx TOro TIpUMEHAeMOe JieYeHMre YCKOPAJO0 Pas3BU-
THME ONyXoJel U COKpalllajlo BpeMa BBIKMBAEMOCTU
KpwIc ¢ Eph.

Cygan Z. Barcz I., Sikorski T. — The influence of
whole antigens and cell walls of P. acnes on the
development of Guerin epithelioma in rats.

The whole antigens and the antigens of the cell
wall of the animal strain IB-18 of P. acnes induced s
a significant immunity against epithelioma evidenced
by 2-4 times delay of the development of the tumour
and approx. double time wsurvival following the ex-
position to 104 of epithelioma cells. Some of the rats
survived without any clinical signs of the disease for
120 days. An attempt of treatment of the developed
tumour (size 12 mm at day 7 of its growth) failed
and besides the treatment promoted the development
of tumours and shortened the rats time survival.

MARIAN SWIDERSKI,
Gryfice

ANTONI JEDRZEJOWSKI

Kolicynotypia pateczek E.coli z kolibakterioz prosiqt

Kolibakteriozy zwierzat z uwagi na czeste
wystepowanie, do§¢ wysoki odsetek padnig¢ i
zmniejszone przyrosty wagowe powodujg du-
ze straty gospodarcze (6, 7) i dlatego ciagle sta-
nowig powazny problem w medycynie wetery-
naryjnej (3, 5, 6, 19). Furowicz i wsp. (6), Ka~
szubkiewicz 1 wsp. (9) oraz Truszczynski i wsp.
(19) podaja, ze paleczki okreznicy sa czynni-
kiem etiologicznym ponad 80% zakaznych bie-
gunek u prosiat, cielat, norek, ptactwa domo-
wego i innych zwierzat hodowlanych. Dlatego
dokladne poznanie chorobotwoérezych szczepow
E. coli nabiera szczegolnego znaczenia.

Wobec ograniczonej mozliwosci roznicowania
serologicznego szezepow E. coli wywolujacych
kolibakteriozy postanowiono przeprowadzi¢ ko-
lieynotypie i okresli¢ ich wlasciwoséei kolicyno-
genne.

Materiatl i Ipetody

Badania przeprowadzono na 428 enteropatogennych
szezepach E. coli wyizolowanych z katu I materialu
selceyjnego prosiat chorych lub padiych na kolibak-
teriozy w latach 1979—1980. Badaniami objgto 6 re-
jonéw hodowlanych na terenie woj. szezecinskiego

Po kolicynotypil wytypowanych szczepow E. coli
stosowano zestaw szczepdw kolicynogennych kolekeji
prof. Fredericqga.

iSzczep Kolicyna
E. coli 32 T 19/V 75 — M
E. coli K 53 — E;
E. coli CA 42 — E,
E. coli 185 Mn/b 23 — Es
E. coli CA 53 —- Ja
E. coli MR 2 — Jb
E. coli CA 46 — G

E. coli CA 58 — H
Sh. Dispar P 15 — Sn
E. coli K 49 — K
E. coli 185 Nx II (S) a — X
W charakterze indykatoréw kolicynogenii uzyto
szczepow E. coli K-12 Row i E. coli K-12 C-5.

Wszystkie wymienione szczepy ofrzymano od prof.
Lachowicza =z Instytutu Mikrobiologii Uniwersytetu
Wroctawskiego. ) L

Kolicynotypie 1 kolicynogenie wykonano metoda
agaru dwuwarstwowego mna plytkach Petriego wg
Fredericqa (4). Szczepy kolicynogenne z 24 godz. ho-
dowli bulionowej wkluwano na plytki z agarem od-
zywezym (po 6 na jedng plytke). Po 48 godz. inku-
bacji wyroste makrokolonie zabijano parami chloro-
formu. Do 5 ml 0,7% agaru odzywczego dodawano
0,2 ml 12 godz. bulionowej hodowli badanego szcze-
pu i rozprowadzano go na powierzchni plytki z ma-
krokoloniami. Obecno$é stref zahamowania wzrostu
odezytywano po 24 godz. inkubacji. Kazdy szczep
typowano 3-krotnie, przy czym uwzgledniano jako
dodatnie tylko te wyniki, ktére powtarzaly sie co
najmniej 2 razy.

Przy kazdym doswiadezeniu kontrolowano szczepy
standardowe wzgledem szczepéw indykatorowych
E. coli K-12 Row i E. coli K-12 C-5. W okresie pro-
wadzenia badan wszystkie szczepy zestawu prof.
Fredericga byty kolicynogenne.

Wyniki i omdéwienie

Wiekszosé (87,6%) badanych szczepéw E. coli
bylo wrazliwych na co najmniej dwie kolicyny
zestawu Fredericga. Pozwolilo to wyrozni¢ w
badanej kolekcji 428 szezepow 11 kolicynoty-
pow (tab. 1). Najliczniejszy, obejmujacy 16,8%
badanych szczepéw byl kolieynotyp I, charak-
teryzujacy sie wrazliwodcia na kolicyny M, E,
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