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Zgodnie z wynikami badan ostatnich lat w
odpowiedzi immunologicznej organizmu u pta-
kow i ssakow zasadnicza role spelniaja dwie
podstawowe grupy komorek. Jedne odpowie-
dzialne sa za odporno$é typu humoralnego i
pochodza od szpikopochodnej linii komorek B,
drugie za§ warunkujg istnienie odpornosci typu
komorkowego i odpowiadajg grasiczozaleznym
komérkom T. U zwierzat czyniono juz wiele
préb identyfikacji tych komorek, glownie w
oparciu o ich markery powierzchniowe. Rézni-
cowano limfocyty -T i B u bydla (6, 7, 8, 14,
17, 25), koni (14, 22), swin (4, 9, 14, 21), owiec
(20), kotow (23) i niejednokrotnie u zwierzat
laboratoryjnych. Takze i pies, jako ewentual-
ny model w badaniach immunologicznych oraz
w celu zrozumienia istoty proceséw odpornos-
ciowych zachodzacych u tego gatunku byl
obiektem zainteresowania. U pséw wyroznio-
no dwie odmienne populacje limfocytow T i B
przede wszystkim poprzez okreslenie ich. re-
ceptorow powierzchniowych (1, 3, 5, 11, 26).

W niniejszej publikacji przedstawiono probe
zastosowania testu cytoenzymatycznego oraz
testow rozetowych EA i EAC dla wykrycia na
powierzchni izolowanych z krwi limfocytow
pséw receptorow dla erytrocytow oplaszezo-
nych hemolizyng oraz dopelniacza.

Material i metody

Do badan uzyto 25 pséw, mieszancow, w wieku
od 4 do 12 miesiecy, wagi od 5 do 20 kg, obojga
plei. “U wszysikich zwierzat okreslono ilo§¢ leukocy-
tow, obraz bialvkrwinkowy wg Schillinga oraz od-
setek limfoeytow esterazododatnich 1 esterazoujem-
nych wg metody podanej przez Muellara i wsp. (16
i przystosowanej do wykonania w rozmazach krwi.
Jdko ,substratu uzyto. octanu alfa naftylu.

Izolacje limfocyiow do testow rozelowych przepro-
wadzono poprzez rozdzial krwi heparynowej (10
j/ml) z uzyciem mieszaniny izolujacej (9% Ficoll
zmieszany =z To'h Uropoling) o cigzarze wlasciwym
1.09. Krew (1 ml) nawarstwiano na plyn izolujacy
(3 ml), znajdujacy sie w probdowkach 1 wirowano
przez 10 min. przy 480 g. Limfocyty zbierano z in-
terfazy i dwukrotnie plukano w plynie Hanksa z
dodatkiem 10% inaktywowanej surowicy cielece]
(HBSS+10%CS). Sporzadzono zawiesiny komoérek o
gestosei 2,5X10 ¢/ml. Zywotnos¢ komoérek sprawdza-
r(;gw za pomoca 0,2% Dblekitu trypanu wynosila okolo
90%.

Test rozelowy EA wykonano uzywajac erytrocytéw
baranich (SRBC) inkubowanych w plynie Alsevera
minimum 7 dni. Po ich trzykrotnym przeplukaniu
w HBSS+10%CS wykonywano 5% zawiesine i inku-
bowano ja 60 min. w temp. 37°C z surowica anty
SRBC w rozcienczeniu o jJeden nizszym od miana
aglutynacyjnego. Oplaszczone erytroeyty — plukano
trzykrotnie w HBESS+10%CS 1 po ostatnim plukaniu
sporzadzano 1% zawiesine. Po polaczeniu réwnych
czeSci  oplaszezonyeh erytrocytéw oraz limfocytéw

inkubowano mieszanine przez 15 min. w 37°C, od-
wirowywano 5 min. przy 480 g | odktadano na noc do

lodowki. Procent limfoeylow tworzacych rozetki
okre$lano po przeliczeniu 300 komoérek, a za rozete
uwazano limfocyt z przylgczonymi co najmmniej

trzema erytrocytami. .

Test rozetowy EAC wykonano inkubujge 1% za-
wiesine oplaszezonych hemolizyng krwinek z rowna
objetoscia surowicy mysiej (C3H) rozeienczone] 1:10
HBSS+10%CS. Po 30 min. inkubacit w temp. 37°C
krwinki przemywano dwukrotnie. Rozety przygoto-
wywano i odezytywano, w metodzie EA. Do wybar-
wiania limfocytow uzywane blekitu metylenowego.
Statystycznej oceny wynikéw dokonano za pomocg
testu analizy wariancji.

Wyniki i omowienie

Stan kliniczny zwierzat w czasie wykonywa-
nia badan nie budzil zastrzezen. Zarowno licz-
ba leukocytow, jak i obraz bialokrwinkowy
nie wykazywaly istotnych odchylen od stanu
przyjetego za fizjologiczny u pséw. W testach
rozetowych skoncentrowano sie na identyfi-
kacji limfocytéw B. Ze wzgledu na pewne
trudnosci, ktore zawsze towarzyszg ich wyko-
naniu zastosowano rownocze$nie nieco wygod-
niejsza metode wg Muellera 1 wsp. (16). Po-
zwala ona jednocze$nie ustalié procent limfo-
cytéw T, jak i B. na podstawie spostrzezenia
dokonanego u myszy, ze te pierwsze zawiera-
ja w cytoplazmie niespecylicznyg esteraze, kta-
ra odpowiednim barwieniem pararozoaniling
mozna wykazaé, a drugie sa jej pozbawione.
Modyfikacja w postaci wykonania testu w roz-
mazach krwi pozwala mna stosunkowo latwe
wykonanie. ’

Tab. 1. Procent limfocytéw T i B u zdrowych psow
| Rodzaj testu
Limfocyty | S L
LY, ‘ cyt?enzyma EA EAC
yezny
|
T | moatsis | — =
B 2996 +6,15 | 2378 40,89 | 30,21 £10,17

Stwierdzono (tab. 1), ze poziom limfocytow
B okreélany w trzech réznych testach byl bar-
dzo podobny. Duzg zbieznoé¢ wynikéw 29,96 i
30,21 ofrzymano w tescie cytoenzymatycznym
i EAC. Wieksza érednia liczba limfocytow B
w tescie EAC niz EA jest najprawdopodobniej
wynikiem uchwycenia wiekszej ilosci recepto-
row na powierzchni komoérek (2). Otrzymane
wartoéei nie odbiegaja w zasadniczy sposob od
wykazanych przez Bowlesa (3), ktéry stwier-
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dzil, ze 35 do 63% limfocytow krwi u psa
tworzy ukiady rozetowe EAC.

Szersze wprowadzenie metody cyloenzy-

matycznej bedzie mozliwe po dalszych bada-
niach zmierzajgcych do wykazania, ze limfo-
cyty esterazododatnie i esterazoujemne sg u
psow jednoczesnie nosicielami innych marke-
row charakterystycznych dla limfocytow T 1
B. U myszy udowodniono to ponad wszelka
watpliwos¢ (16, 1Y). Podobne badania wykonu-
je sig u ludzi (10, 13, 15, 25). U bydla zauwa-
zono, ze 64,2% limfocytow dajgcych dodatnig
reakcje z esterazg tworzy rozety E, a tylko
38,3% roéwniez reagujacych dodatnio tworzy
rozety EAC (25). Sledzenie pewnych procesow
patologicznych, zwlaszcza w przebiegu chordb
zakaznych i inwazyjnych zacheca do stosowa-
nia réoznych technik badawczych z zakresu im-
munologli, migdzy innymi rowniez oznaczanie
poziomu limfocytow ‘L' i B. Typowe metody
identyfikacji tych komorék znalazly juz zasto-
sowanie, chociazby w bialaczce u bydia (12,
14). Natomiast test cytoenzymatyczny u du-
zych zwierzat jest dopiero szerze] wprowadza-
ny, na przyklad w listeriozie (24). Znajduje on
rowniez zastosowanie w badaniach pewnych
stanéw chorobowych u ludzi (18).

Wniosek

W ustalaniu odsetka limfocytow T i B we
krwi pséw moga byé¢ stosowane metody: cyto-
enzymatyczna, rozetowa EA i EAC. Rodznice
miedzy iloscig oznaczonych tymi metodami
limfocytow nie sg statystycznie istotne.
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Yepnuxonckaa A., Kouona M., IMmmmyc . — Ilpume-

HEHKE Da3JIMYHBIX METOA0R AN ugeunrrduUKanmuum JInm-
douures T m B y codaxk.

WceneoBain BO3MOXKIOCTL IpuMetienmua 3 pasdibIX
KDUTEPMER. ILMTOIH3MMATUYUECKOrO, PO3ETHOTO EA n
posernoro EAC ansa oupefieleHMA YPOBHA JMMEOL-
roB T u B B kposu 370poBbIX cobak. KoncraTuposain,
uTo HosIydenHoe uuciao mnmMdonuToB B B 3TMX KDu-
Tepax 6bld0 MOX0XKe (cooTBeTcTBeHHO: 29,96, 23,78 un
30,21%). OcofBeniio 9T0 OTMeYaJOCh B LUTOIHU3UMATHU-
ueckoM u poserHoM EAC xpuTepusax. Mrax, stM MeTO-~
IBI MOTYT NPUMEHATBCA y cobar HpM yCTAHOBIEHUMN
npogedrta auMmdonuror T u B B xpoBu, mpuveMm pas-
HOCTM MeXKIy KOJNUYEeCTBOM ONDeeeHHBIX NPU MX I0-
MOIIM JMM(OIUTOR CTATUCTUYECK) HEeCYyUleCTBEHHBL.

Czernichowska A., Konopa M. Przymus J. — The
application of various methods for the indentification
of lymphocytes T and B in dogs.

There was examined the usefulness of three various
tests: cytoenzymatic, rosette EA and EAC test for
the determination of the number of lymphocytes T
and B in blood of normal dogs. It was found that
the number of lymphocytes B obtained in these three
tests was comparable (29.96%, 23.78% and 30.21%).
Especially, it was clearly recorded in cytoenzymatic
and rosette EAC tests. The above mentioned methods
can be applied in dogs in order to determine the
percentage of lymphocytes T and B in blood, and
the differences between the number of lymphocytes
determined are not statistically significant.

MENGELING W. L., GUTCKUNST D. E, PIRTLE
E. C.: Odpowiedz immunologiczna u prosiat na
inaktywowanag monowalentna i biwalenina szczepion-
ke dla parwowirusa prosiat i wirusa wscieklizny rze-
komej, (Antibody response of pigs to inactivated mo-
novalent and bivalent vaccines for porcine parvovi-
rus and pseudorabies virus). Am. J. vet. Res. 41,
1569—1571, 1980 (10).

Odpowiedz immunologiczna przebadano na 30 pro-
sietach w wieku 8—9 tygodni w 6 grupach doswiad-
czalnych. Grupa I otrzymala monowalentng szeze-
pionke przeciwko parwowirusom (PPV), grupa II
monowalentna szczepionke przeciwko wSciekliznie
rzekomej (PRV), grupa III i IV szczepionke biwa-
lentng PPV + PRV. Szczepionki monowalenine poda-
no w ilosei 2 ml, biwalentne w ilosci 4 ml, do-
mieéniowo, dwukrotnie w odstepie 2 tygodni. Pro-
sieta z grupy V i VI stanowily kontrole. Po 6 tygod-
niach po pierwszym podaniu szczepionki prosigta z
grup I, III i V zakazono donosowo i doustnie
108TCID;, wirusa PPV, zas prosieta z grupy IV 1 VI
taka samg dawks wirusa PRV. Po iniekeji szczepion-
ki biwalentnej wystapit wzrost geometryczny Sred-
niego miana przeciwcial ktéry w kaidym przypadku
przewyzszal miano uzyskane po stosowaniu szcze-
pionki monowalentnej. Ponowny wzrost miana
swoistych przeciwcial po zakazeniu zZywym wirusem
wskazuje na replikacje wirusa w organizmie zwie-
rzat szezepionych. Jednakze nateZenie replikacji wi-
rusa u zwierzgt szezepionych bylo znacznie mnizsze
anizeli u prosigt z grupy konfrolnej.
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