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Szerzenie sie listeriozy w Polsce i wywolane
tym straty w hodowli, zwlaszcza owiec, jak
rowniez zagrozenie zdrowia ludzi sklania do
szukania metod profilaktycznych. Jak dotych-
czas brak danych, ktére dokladnie okreslityby
metody profilaktyki swoistej. Dlatego tez celem
badari bylo znalezienie immunogennych szeze-
péw listerii, ktére moglyby by¢ uzyte do uod-
porniania zwierzat,

Materiat i metody

Do badan uzyto 72 szezepy listerii izolowanych od
chorych zwierzat i ludzi. Badania wykonano na 1520
myszach Balb C i 30 krélikach mieszancach.

Przed przystgpieniem do badahn sprawdzono zjadli-
wosé szczepbw listerii dla myszy, zakazajac je pod-
skérnie po 0,5 ml 48 godzinnej hodowli bulionowej.
Nastepnie okre§lono zdolnos$é uodporniajgcg szczepdw
niezjadliwych dla myszy. Do uodporniania myszy
i krolikéw uzyto 2 szczepé6w zywych: 6/37 — serotyp
1 i 10/73 — serotyp 4b, hodowanych 48 godz. na aga-
rze tryptozowym w temperaturze 37°C. Hodowle
splukiwano plynem fizjologicznym uzyskujac zawie-
sine o gestosci 8 wg skali Mc Farlanda i podawano
podskérnie myszom 0,1 do 0,3 ml, a krélikom 3 mil.

Kroliki badanog klinicznie, hematologicznie i serolo-
gicznie przed uodpornieniem i nastepnie 3-krotnie w
odstepach tygodniowych po uodpornieniu i podobnie
po zakazeniu. Przyzyciowo okre$lano poziom agluty-
nin (5), cdsetek monocytéw oraz limfocytow T i B
w krwi na podstawie obecnosci w limfocytach este-
razy (6). Po zlagodzeniu oznaczano odsetek limfocytow
T i B w wezlach chlonnych (6). Ponadto limfocyty
T identyfikowano przy uzyciu testu rozetowego E (9,
11), a limfocyty B — testu rozetowego EAC w mody-
fikacji wlasnej z zastosowaniem §wiezego komplemen-
tu myszy. W celu wykrycia powierzchniowych immu-
noglobulin zastosowano odezyn immunofluorescencji
(2, 8). Zastosowano takze test na aktywnos$é fagocy-
tarna poprzez pochlanianie czerwieni obojetnej przez
komorki zarne w modyfikacji wlasnej z uzyciem 0,05%

czerwieni obojetnej inkubowanej 15 min. w temp.
37°C z zawiesing komérek (1X108/ml) z dodatkiem
inaktywowanej cielecej surowicy plodowej.

Wynikii oméwienie

Z T2 szezepow listerii 6 bylo niezjadliwych
dla myszy, a w dalszych badaniach okazalo sie,
ze tylko 2 szczepy: 6/73 i 10/73 wykazaly wla-
sciwodcl immunogenne. Szczepy te podane my-
szom chronily je przed zachorowaniem. Ponie-
waz szczepy te nalezg do oddzielnych serotypéw
(1 i 4b) sprawdzono ich krzyzowa zdolnosé
uodporniajaca. Myszy po 1,2,3 i 12 tygodniach
od uodpornienia zakazano listeriami zjadliwymi
(szczep 22/78 — serotyp 1 i szczep 2470 (Gray)
— serotyp 4b). Myszom podawano 0,1, 0,2 i 0,3
ml szezepionki, a nastepnie zakazano je po 1, 2,
3 i 12 tygodniach, podajac im dawki, ktére po-
wodowaly Smieré 7—8 nie uodpornionych my-
szy na 10 zakazonych. Z danych zawartych w
tab. 1 wynika, 7ze szezepionka w dawce 0,1 ml
okazala sie niewystarczajaca, natomiast dawki
0,2 i 0,3 ml zapobiegaly padnigciom myszy w
70 do 100% jeszeze po 12 tyg. od uodpornienia.

W badaniach na krolikach okreslano zdolnoéé
uodporniajgcg obu szczepdéw na podstawie badani
krwi. Jak wynika z danych tab. 2 odsetek mo-
nocytow oraz limfocytéw T i B jak réwniez
srednie miana odezynu aglutynacji u krélikéw
uodpornianych oboma szczepami sa do siebie
wyraznie zblizone. Wyniki te, jak rowniez wy-
niki badan biologicznych na myszach $wiadcza
o podobnej zdolnosci uodporniajacej obu szcze-
pow. Okreslenie odsetka monocytéw oraz lim-
focytéw T i B zar6wno we krwi jak i w wez-

Tab. 1. Odsetek myszy uodpornionych, ktére przezyly po zakazeniu krzyzowym zjadliwymi szezepamij
listerii serotyp 1 i 4b

Uodpornienie Wymniki po zakazeniu szczepami L. monocytogenes
po 1 iyg. 2 tyg. | 3 tyg. 12 tyg.
Szczepem Dawki
oje:(?fyp, pih 22/78 24170 22/78 2470 22/78 2470 22/78 2470
1) (4b) (1 @by | (@ | (4b) 1) (4b)
|
0,1 100 100 90 30 | 60 | 20 50 40
6/73 (1) 0,2 100 80 90 0 | 80 60 70 70
0,3 100 80 90 80 | 70 70 80 90
|
0,1 90 100 90 90 10 10 20 40
10/73 (4b) 0,2 100 100 90 90 920 100 70 100
0,3 90 90 100 100 80 90 80 80
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Tab. 2. Srednie wartosci odsetka monocytow, limfo-
cytow T _i B oraz mian aglutynin u krélikéw uodpor-
nionych szezepami 6/73 (1) i 10/73 (4b)

Wartosci
Szczep przed 1, 213 tys.
uodpor- |po uodpor-
nieniem nieniu
monocyty 6,3 8,4
; T 10,6 20,7
6/73 limfocyty ’ )
serotyp 1 = 89,4 79,3
ot (0] 2,0 42,2
migna H 28.0 35,2
\ monocyty 7,0 7,0
10/73 limfocyty g 09 e
serotyp 4b ‘ s h
miana o b o
‘ H 44,0 55,1

lach chlonnych oraz $ledzionie pozwolilo na sle-
dzenie zmian $wiadczacych o rozwoju odporno-
$ci przeciw listeriozie. Odsetek monocytow wy-
ra‘nie wzrastal we krwi krolikéw uodpornio-
nych dopiero po zakazeniu i utrzymywal sig
mniej wiecej na tym samym poziomie (ryc. 1).
Uzyskane wyniki potwierdzaja wiec znane
opinie, ze kroliki po zakazeniu zjadliwymi
szezepami reaguja wzrostem ilogci monocytow,
co jest rowniez wyrazem narastania odpornosci
komérkowej. U krolikéw uodpornionych juz w
plerwszym badaniu, wykonanym po tygodniu
od podania szczepionki, nastapil wyrainy
wzrost odsetka limfocytow T (ryc. 2) i wzrost
ten utrzymywal sie przez caly okres badan, to
jest do 6 tygodnia. U krolikow uodpornionych,

zakzZenie

2 3 7 5
———— kroliki kontrolne

6 tyg
'\ _ _ __ krollki uodpornione [ née zakazone
_____ krotiki wodpornione ¢ zakaione

Ryc. 1. Odsetek monocytéw w krwi krélikéw uodpor-
nionych przeciw listerozie i nastepnie zakaZonych
zjadliwymi szezepami L. monocytegenes

a nastepnie zakazonych nie dochodzilo do wy-
raznych zmian w ilodci limfocytéw T. Zjawi-
ko takie obserwowali takze inni autorzy (1,
3, 4, 7, 10). Zachowanie sie limfocytow T i B
w wezlach chlonnych i $ledzionie krolikow,
kiére otrzymaly antygen listeriowy jest row-
niez charakterystyczne. Stwierdzono u nich w
stosunku do krélikéw kontrolnych ( nie uodpor-
nionych jak i nie zakazonych) wyrazny wzrost
iloéci limfoeytéw B (tab. 3), ale tylko w wez-
lach chlonnych. W wezlach chlonnych wzrosla
takze wyraznie aktywno&é fagocytarna (tab. 3),
czego nie stwierdzono w sledzionie. Wyniki
tych badan wskazuja wiec na istotna role wez-
16w chlonnych w ksztaltowaniu odpornosci
przeciw listeriozie. Wyniki badan krwi (ryc. 2)
wskazuja, ze podanie antygenu listeriowego po-
woduje w pierwszych tygodniach wzrost licz-
by limfocytéw T, odpowiedzialnych za odpor-
nosé komorkowa.

Wyniki badan wezléw chlonnych wykonane
po 6 tyg. od uodpornienia i 3 tyg. od zakaze-
nia wskazuja na wzrost ilosci limfocytow B
odpowiedzialnych za odpornosé humoralna.
Wyniki te s zgodne z wynikami badan wcze-
éniejszych wykonanych na owcach uodpornio-
nych autoszezepionka (10).

Kroliki nie uodpornione, a zakazone listeria-
mi podskérnie reagowaly nasilonymi objawa-
mi (goraczka, brak apetytu, osowienie, poraze-
nia), jeden krolik pad! po 5 dniach, a pozostale
wyzdrowialy po 10—14 dniach. Natomiast kro-
liki zakazone dospojowkowo wykazywaly pod-
wyzszenie temperatury i zapalenie spojowek
z silnym lzawieniem. Ilo§é¢ limfocytow L
oraz zdolnoéé¢ fagocytarna wezlow chlonnych
i &ledziony, jako wynik podania antygenu liste-
riowego byla podobna u obu grup krolikow.

zakaZene
24
224 i
l"\'\
201 - o - '-“ﬁ::.;-_“"‘q i
, /f -..__. h""x. -
184 - f r"_——’f ""-f‘ﬁ""‘&.
T
!
J P
1% it
'
14 4 .
!
24 '
W\/
10 1
a4

w——— krdliki Kontrolne
—ae e - kPOLRE wOdpornione ¢ nie zakafone

i KFOLCRL UOPOrnione ¢ zakaZone

Rye. 2. Odsetek limfocytéw T w krwi krélikow wod-
pornionych przeciw listeriozie i mastepnie zakaZzonych
ziadliwymi szczepami L. monocytogenes
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Tab. 3.

Limfocyty T i B oraz aktywmnodé fagocytarna w wezlach chlonnych i §ledzionie krélikéw

uodpornionych i zakazonych (w % komérek)

Test rozetowy IF Limfocyty
. . . Aktywnosé -
E (limfo- [EAC (limfo-| Limfocyty fago‘}éytarna T B
Kroliki cyty T) cyty B) B
o . . 2 w wezlach
w |48 w § w § w § chionnych
Nie uodpornione 12 ‘ 3 |28 |18 | 10| 17| 2 | o | 20 | 80
—— | nie zakazone l
Uodpornione 15,5 6,5 \ 445| 11,56 ‘ 15,5 17,6 | 17,6 3 19 81
Nie uodpornione 17,0 3 43,5 10 13 15 17 5 26 74
zakazone
Uodpornione 130 5 36,2 9 11,5 | 10 8,2 1,3 15 85

Objaénienia: w — wezly chlonne, § — $ledziona.

W celu wykazania odpornosci zastosowano
test dospojowkowy. Kroélikom uodpornionym
wkraplano do worka spojowkowego 0,2 ml za-
wiesiny zjadliwego szczepu listerii. Kroliki te
w przeciwienistwie do krélikéw kontrolnych
nie reagowaly zapaleniem spojowek. Swiadczy
to 0 mozliwo$ci zastosowania tego testu w roz-
poznawaniu odpornosci u zwierzat.

Wnioski

1. Niezjadliwe zywe szczepy L. monocytoge-
nes 6/73 — serotyp 1 i 10/73 — serotyp 4b po-
dane podskdérnie wykazywaly krzyzowo wla-
Sciwosel uodporniajgce.

2. Wysoki stopieri odpornosci (70—100%) u
myszy stwierdzono jeszcze po 12 tyg. od u-
odpornienia.

3. Wlasciwosci ochronne zywej
potwierdzono réwniez na krolikach.

4. U krolikow w pierwszych tygodniach ro
uodpornieniu wzrasta ilo§é limfocytow T i mo-
nocytéw, co $wiadczy o szybkim narastaniu od-
pornosci komoérkowej.

5. U krolikéw uodpornionych jak i zakazo-
nych wezly chlonne wykazujg wyzszg zdolnosé
fagocytarna niz $ledziona.
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Hosaugnuit E. Jesaugosckaa C. Baxmux 3., Kouona
M., Mmumyc ., Bpomupckas Y. — OneHRa MMMyHO-
reaHocTH mramMmoB Listeria monocytogenes.

Cpemut 72 mrammos L. monocytogenes 2 6/73-cepotun
1 u 10/73-ceporum 4b oKa3aIMCh HEBUPYJICHTHBIMM U
OJHOBPEMEHHO MMMYHOTeHHBIMM, ¥ MBS, MMMy HU3M-
POBAHHLIX 93TMMM LNITAMMAMM, MOKA3AJM elle II0 MCTe-
yeHu 12 HeZeJb BLICOKYIO CTEII®Hb WMMMYHOIESHHOCTH
(70—100%). Kpoamxu, 3apaxeHHble dUepe3 3 Hemenau
nocile BAKIMHALMM, HE TIOKAa3bIBAJIM HMEAKUX 00je3-
HEHHBIX CHMIITOMOB. MOHOIMTO3 MNOIYYM/M JIAUL Y
KPOJMKOB, 3a@PaxKeHHBIX BUPYJISHTHBIMM IITaMMaMA,
0 GBICTPOM pOCTe KJIIETOMHOM MMMYHOTeHHOCTH.
YV uMMyHM3MPOBAHHBIX KaK YU 3aPaskeHHBIX -KPOJIMKORB
poC TIPOIeHT JUMPOIMTOB T, UTO CBUAETEILCTBOBAJO

Nowacki J., Lewandowska S., Wachnik Z., Konopa
M., Przymus J., Bromirska J. — Assay of immunoge-
nicity of Listeria monccytogenes strains. .

Out of 72 strains of Listeria monocytogenes two
of them. ie. serotype 1 6/73 and serotype 4b 19!73
appeared to be apathogenic but with prese;ved im-
munogenic properties, In mice immunized with thqse
strains a high degree of immunity was found still
after 12 weeks since vacecination (70—100%). Rabbits
infected afier 3 weeks were also resistant. Monocy-
tnsis was noticed only in rabbits infected with
virnlent strains. In rabbits immunized or infec!:ed
an inerease of T Iymphoecytes was found, which
could evidence for the appearance of cell-mediated
immunity.

WRAY C., CORBEL M, J.: Obserwacje nad dziala-
niem wyciagow z lozyska kréw mna wszrost salmeneli
in vitro i in vivo. (Observations on the effect of exira-
ots of bovine placenta on the growth of Salmonella in
vitro and in vive). Br. vet. J. 136, 30—44, 1980 (1).

W badaniach stosowano wodne wyciagi ze Swie-
zych lozysk przygotowane wg metody Corbel iEades.
Preparat po dializie zawieral gléwnie weglowodany
i aminokwasy. Wyciagi nie stymulowalty in vitro (me-
toda dyfuzji) wzrostu Salmonella dublin i S. typhi-
murium. Badania przeprowadzone na myszkach SPF
ktérym wyciagi podawano przez okres trzech dni
przed i trzech dni po dootrzewnowym zakazeniu 24
godzinng hodowlg badanych szczepéw salmoneli wy-
kazaly, ze wyciggi z lozyska istoinie statystyecznie
zwiekszyly wrazliwo$é myszek na zakazenie S. typhi-
murium. -
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