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0.6—2.7%, mycoses 2.0—4.1% and parasitic diseases
1.8—3.5% of the diseases diagnosed. Among bacterial
diseases was diagnosed mainly inflammation of the
navel and yolk sac (18.3—38.5%) amnd colibacteriosis
(5.5—22.7%). In slaughter chickens was also noted a
successive increase of infecions caused by cilliate
Salmonellae (group B, C, D and E). Among viral
diseases anly Marek’s disease (0.1—2,3%) and Gum-
boro disease (0.4—1.1%) was noted, from mycotic di-
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Wptyw in vitro jonéw litu

seases was diagnosed mainly aspergillosis (2.0—3.8%)
and among parasitic diseases-coccidiosis was found
(1.8—3.5%). Among metabolic disorders dominated
diathesis urica (11.0—20.4%), syndrom of fatty dege-
naration of the liver and kidneys (2.0—10.7), diathe-
sis exudativa (0,2—4.5%), rachitis (0.9—3.2%) and pe-
rosis (0.8—1,2%). Moreover, in 1985 in 0,8% of the
examined chickens a syndrom of malabsorption was
found.

na stymulacje limfocytéw T

krwi i mleka v kréow®
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Na podstawie szeregu badan doswiadczal-
nych i klinicznych mozna stwierdzi¢ istotny
udzial jonoéw litu w wielu procesach metabo-
licznych zywych komoérek i tkanek oraz prak-
tyczne zastosowanie tego pierwiastka w tera-
pii stan6éw maniakalno-depresyinych u ludzi (4,
10, 12, 13). Na szczegbélng uwage zastugujag ba-
dania dotyczgce udzialu tych jondow w proce-
sach odpornosciowych u ludzi, szczegdlnie w
stymulacji komorkowe]j. Jony litu przyczyniaia
sie do wzrostu odsetka limfocytéw tworzgcych
rozety, wyzszej reaktywnosci tych komoérek na
niespecyficzne (PHA, ConA) i specyficzne (PPD,
SKSD) antygeny oraz wyzszej aktywnoSci pro-
ces6w fagocytozy w makrofagach (1). Stwier-
dzono réwniez, ze najwyzsza koncentracja Li™
w organizmie wystepuje w weztach chlonnych
{okoto 0,2 pg/g s.m.), podeczas gdy w caltkowitej
krwi, watrobie, mie$niach i moézgu waha sie
od 0,006 do 0,004 pg/g s.m. (19). E

W poszukiwaniu nowych, a jednoczes$nie ta-
nich zwiazkéw mogacych stymulowaé uklad od-
pornosciowy u zwierzat i przez to poprawiaé
status immunologiczny organizmu, podjeto ba-
dania nad ocena przydatnosci tego jonu w sty-
mulaciji immunologicznej ogdlnoustrojowej i lo-
kalnej. W dostepnym pisSmiennictwie nie zna-
leziono prac przedstawiajgcych wplyw tego ka-
tionu na funkcje limfocytéw bydia.

Celem niniejszej pracy bvlo okreslenie wply-
wu in vitro réznych stezen jondéw litu na trans-
formacie blastyczng limfocytéw T bydlia, izolo-
wanych z krwi obwodowej oraz z mleka. Trans-
formacija blastyczna limfocytdw stanowi obec-
nie podstawowy test dla oceny funkcji tych
komoérek w procesach odpornosciowych.

Material i metody

Badania przeprowadzono ma 10 krowach casy mni-
zinnej czarmo-biatej, w wieku 2—3 lat, klinicznie zdro-
wych, bedgcych w $rodku lub drugiej potowie lakta-
cji. Ocene zdrowotnosci gruczoilu mlekowego przepro-

*) Praca czeSclowo wykonana w ramach tematu miedzyre-
sortowego MR.IL10. oraz we wspélpracy z National Animal
Diseases Center, Ames, Iowa, USA,

* Katedra Rozrodu Zwierzat z Klinikq Wydzialu
Grochowska 272, 03-849 Warszawa

wadzono na podstawie badan klinieznych, oznaczenia
calkowitej liczby komoérek w mleku pelnym (metoda
Newmana-Lamberta w modyfikacji Levowitza i We-
bera), odsetkowego ich sktadu (metodsg Whrighta)
oraz bhadan bakteriologicznych wediug ogbélnie przy-
jetych zasad (8, 14).

20 ml krwi z zyly jarzmowej pobierano do strzy-
kawki z obecno$cia antykoagulantu ACD w stosunku
8:1. Nastepnie krew wrozcienczano PBS w stosunku
1:2, nawarstwiano i wirowano w gradiencie Ficoll-
Hypaque o gestosci 1,0805, przy 2500 obr./min. przez
45 minut (18). Limfocyty zbierano pipeta z gramicy
obu faz, plukano dwukrotnie w PBS i trzeci raz w
podioiu Eagle'a z dodatkiem 1% L-glutaminy, 0,5%
gentamyceyny oraz 10% inaktywowane] surowicy cie-
lecej (FBS). Nastepnie komorki zawieszano w 1 ml
podioza, liczono je, ickreslano sklad procentowy oraz
sywotno$é, a mnaslepnie rozeieficzano do steienia
4%10% limfocyiow/ml. Odzysk komoérek w stosunku
do pelnej krwi wynosit 71,015,4%, przy zZywotnosci
99,0%0,5%.

Mleko pobierano od kréw, u ktorych catkowita
liczba komoérek mleka nie przekraczala 5X10%ml, a
sredni sktad odsetkowy przedstawial sie nastepujgco:
20% mneutrofili, 50% makrofagébw i 30% limfocytow.
400—600 ml mileka od jednej krowy pobierano do
sterylnych buteleczek, schladzano, rozcienczano PBS
w stosunku 1:2, a mastepnie wirowano przy 2500
obr./min. przez 20 minut. Supernatant wraz z ttusz-
czem wylewano, a osad komoérek zbierano i plukano
czterokrotnie w PBS, a piaty raz w podlozu Eagle’a.
Kombrki zawieszano w 1 ml podioza, liczono i okres-
lano zywotno$é oraz réinicowano je. Nastepnie roz-
cienczano w podiozu do steienia 12X108 komoérek/ml
podtoza.

Na podstawie przeprowadzonej analizy obliczano
odzysk komorek zywych po izolacji w stosunku do
je] liczby w peilnym mleku. Stwierdzono, ze $redni
odzysk wynosit 52,016,8%, przy zywotnosei komoérek
93,0£0,2%.

W celu okreslenia optymalnych stezen mitogendw,
aktywujacych transformacje blastyczna, fitohemaglu-
tynine (PHA) i konkanaweling A (ConA) produkeii
Sigma Chemical St. Louis rozpuszczano w przygoto-
wanym uprzednio podlozu Eagle’a tak, aby koncowe
jej stezemie w mikrohodowlach wynosito 0,5, 2,5, 5,0
ug/ml, Inkubacje limfocytow krwi i mleka z Lit wy-
konano wedlug nastepujacego schematu: 2X105 lim-
focytow z krwi obwodowej lub 6X105 komorek izo-
lowanych z mleka w 50 pl podioza Eagle’a rozdzie-
lano do studzienek plytek Limbro, zakladajgc mikmo-
hodowle,

Studzienki podzielono na 5 serii (A, B, C, D, E).
Kazda seria skladata sie z 3 podzespolow (1, 2, 3)
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Tab 1. Aktywnosé limfocytow krwi i mleka sty mulowanych mitogenami. Aktywnos$é wyrazono W
epm > 108 inkorporowanej HY — tymidyny
] I Limfucyty stymulowane mitogenarni
 Limfocyty roqza] | dawka mifogend W HMg/mt potymkd
nie stymutowane | puitosenu 0,5 ] 25 | 50
Limfocyty krwi
uf *®+ 41
a PHA 397%2 163 | 453% 1 142 1437 ¢ 4
26108 Y ConA 170,8% * 271 |123,8% ¢ 203| 498" ¢ §9
Lemfocyty mieka
PHA 257%% 99 | 204%2 71 | 347 1 02
19 £ 01 ConA 507 £ 208 | 402%t 98| 89% t 04

Objasnienia: a)
limfocytéw niestymulowanych.

liczacyeh po 3 studzienki kazdy. Do pierwszego pod-
zespolu serii A dodawano 100 pl podioza, do dru-
giegp podzespolu 100 pl podieza z dodatkiem PHA
o stezeniu 1 pg/ml, do trzeciego podzespoiu 100 wl
podloza z dodatkiem ConA o stgzeniu 1 pg/ml Kon-
cowe 50 ul w serii A stanowilo podioZe bez dodaiku
roztworu chlorku litu. W serii B natomiast koncowe
50 wl stanowilo podloze z dodatkiem chlorku litu
(Sigma Chemical St. Louis) o takim stgzeniu, aby wy-
nosito ono 1 mM/l, w serii C matomiast 5 mM/A, w
serii D — 10 ml/l oraz w serii E — 20 mM/lL,

Nastepnie plytki inkubowano w ciggu 72 godzin
w ternperaturze 37°C w atmosferze zawierajace]j 5%
CQOy Osiemmascie godzin przed kohcem inkubaeji do-
dawano do kazdej studzienki 30 pl (0,5 pCi) roztworu
HY — tymidyny (New England Nuclear, Boston MA).
Po zalkkonczonej inkubacji mikrohodowle z poszcze-
golnyeh studzienelk przenoszono pojedyticzo na bibule
przy uzyciu harwesiu, a po wyschnieciu do probowek
2 plynem scyntylacyinym (Permablend II — rozpusz-
czony w toluenie). Radicaktywmosé liczono w liczniku
seyntylacsinym, a wyniki otrzymywano w ilosel im-
pulséw na minute (cpm)

Wyniki przedstawiono w poktaci Srednich arytme-
tycznyeh epm = odchylenie standardowe, Istotnosé
réznic obliczano przy uzyciu testu 4-Studenta.

Wyniki i omoéwienie

Na podstawie przeprowadzonych badan wy-
kazano, ze fitohemaglutynina i kankanawelina
A w stezeniach 0,5, 2,5 i 5,0 ug/ml znamiennie
aktywuja transakcje blastyczng limfocytow
krwi obwodowei i mleka u krow. Optymalng
stymulacie uzvskiwano przy stezeniach 0,5 i
2,5 ug/ml PHA lub ConA (tab. 1).

TFitohemaglutynina i konkanawelina A nalezg
do nieswoistych antygendéw (mitogendéw), ktoére
w stosowanych w niniejszei pracy stezeniach
powoduia w maksymalnym stopniu przeksztai-
canie blastvezne, czyli przechodzenie komoérek
dojrzalych (limfoevtéow) w komoérki niedoirzate
(limfoblasty). W badaniach wlasnych aktywnosé
te oceniano, jak podano w metodyce, przez o-
kredlanie aktywno$ci tymidynvy znakowanej
trytem, ktéra wbudowywana jest do DNA pro-
liferujgcych komorek.

Poréwnuijac reaktywnosé limfocytow krwi
obwodowej na PHA i ConA z analogicznymi
limfocytami mleka mozna stwierdzi¢, ze te o-
statnie stymulowane sa znacznie slabiej. Spo-
strzezenia te sg zgodne z obserwacjami innych
autorow (3, 9, 17). Na temat przyczvn tych
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srednia arytmetyczna cpm z 10 kréw I odchylenie standardowe, * istotnosé p < 0,01 w por6éwnaniu do

roznic istnieje w literaturze jeszcze wiele roz-
bieznosci. Brane sa pod uwage miedzy innymi
takie przyczyny, jak wieksza heterologia po-
pulacji limfocytow T mleka, wigkszy odsetek
martwyvch komoérek_ i mozliwosé uwalniania z
nich cvtotoksyeznych czyvnnikow, zablokowaniz
na powierzchni limfocytow receptoréw dla PHA
i ConA przez rozpuszczalne komponenty mleka
(2, 5, 9, 11).

Dodatek do hodowli komérkowych jonoéw litu
w stezeniach od 1 do 10 mM/]1 powoduje wzrost
inkorporacii tymidyny znakowanej H’ do ak-
tvwowanyeh mitogenami (PHA i ConA) limfo-
cytow krwi obwodowej i mleka. Maksymalng
inkorporacje obserwowano przv stezeniu Li~
5 mM/]l. Stvmulacija limfocvtow krwi wzrastala
przv tvm stezeniu o 92,9% w obecnosci PHA
i o 41,8% w obecnosci ConA, a limfocytow
mleka odpowiednio o 20,2% i o 86,4% (tab.2).

Otrzymane wyniki swiadezg o hiperreaktyw-
noéei limfocytow T bydla na jony litu. Podobna
hiperreaktywnosé¢ obserwowano rOwniez w
przypadku limfoeytow czlowieka (1, 15), Po-
réwnujac stezenie Lit w hodowlach komorko-
wyeh (1—5 mM/1) z fizjologicznym stezeniem
tego kationu w surowicy (1—2 mEq/l) nalezv
stwierdzié, ze do hiperreaktywnosei limfoeytow
in vitro potrzebne sa wysokie stezenia tego ka-
tionu. Uwzglednié jednak trzeba w badaniach
in vivo wieksza kumulacje tego jonu w ukla-
dzie chlonnym (19).

W &wietle opublikowanych badan nad me-
chanizmem stvmulacii limfocytow T przez jony
litu mozna stwierdzié, ze kation ten jest inhi-

Tab. 2. Wplyw rdznych stezen jonbw litu ma akiyw-

noéé limfoeytéw krwi i mileka stymulowanych PHA

i ConA. Akiywnodé wyrazono w cpmx103 inkorporo-
wanej H3 — tymidyny

steZerde Jéymalacia milogencmi
Lit+ imiacytom kiml | Zimfacgion mici «
(m9/%) A CanA PHA corA
0 0 39,7 ¢ /63 |08 £ 277 | 257 + 39 | 507 t 200
o7 imM| 508 + 189 |1267 * 263 | 444 t (27 | 684 * 253
25 Emh| 766 + 260% 571 t 251%| 566 £ 1177 S48 * 247
70 iOmMN| 537 + 183 | 1253 £ 166 | 455 (31 | 755 * 137
150 20w 27h g | 748 * 156 | 15 v 58| 541 £ 144

Objasnienia: a) $rednia arytmetyezna cpm z 10 kréw + od-
chylenie standardowe, * istotny (p < 0,05) wzrost aktywmnosci
K poréwnaniu do aktywnosel limfocytéw bez dodatku jonéw
itu.
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bitorem cyklazy adenilowej, jak rdéwniez po-
woduje hipofunkcje komoérek supresorowych,
bedgcych jedng z subpopulacji limfocytow T
(1, 6, 16). :

Reasumuigc, nalezy stwierdzié, ze jony litu
w stezeniach 1—10 mM/]1 stymulujg in wvitro
limfocyty krwi obwodowej i mleka u krow;
optymalng stymulacje otrzymuije sie przy ste-
zeniu tego kationu 5 mM/I.

Zarejestrowane zjawisko uzasadnia celowosé
dalszych badan nad mozliwoscig praktivcznegc
wykorzystania tego kationu do ogdlnoustrojo-
wej lub lokalnej farmakologicznej immunosty-
mulaciji limfocytéw bydla. Dotychczasowe do-
niesienia dotyczace stymulacji uktadu odporno-
Sciowego in vitro przez jony litu sg rozbiez-
ne (7).
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Kmonuneckuit B.,, Mepauk 3., lllenemyk B., Saneckas
M. — Bawanue in vilro MOHOB JAMTAa HA CTHMYJISII{MIO
anm@onuTor T KpoBM U MOJIOKAa ¥y KODPO3

IMene paboTel COCTOAJA B ONPEAENIHMM BIMAHUS in
vitro pa3HbIX KOHILEHTpaLyii MOHOB JMTA Ha OJacTu-
HEeCKYI0 TpaHchopManuio JAUMEOLUUTOB CKOTa, M30JM-
POBaHHBIX U3 nepudepuIeckoyl KPOBYM YU MOJIOKA

ViccnenoBaHus npoBeny Ha 10 KopoBax H.Y-II, Ha-
XogAaumxcea B cepepmHe b0 BTOPOM MOJIOBMHE JaK-
TALMU.

JumMpOonmUTel U3 HepudepUIecKUX KPOBM WM30JIMPO-
BaJM ¢ OpuMeHenueM rpagmenta Ficoll-Hypague., Kner-
KM MOJIOKa M30JMPOBAJM OT KOPOB, Y KOTOPBIX IIOJI-
HOE YMCJIO KJEeTOK MOJIOKa He IpeBnimajno 5X10%/mu
MOJIOKA, a CpemHMII IIPOLEHTHBIA COCTaB OBl Ccaeny-
romuii: 20%=PMNs, 50% Maxpodaros u 30% smamdporm-
TOB.

Bauanye pa3HBIX KOHIEHTPAUMiI MOHOB JKTA Ha
bracTHUYeCcKy TpaHcopManuio JUMPOUUTOB KPOBU U
MOJIOKA MCCJIEHOBaJM M30TONHBIM METOAOM C IIpuUMe-
HenyeMm Hi-tyummayua u Hecnenu@muUeCKUMX MUTOIEHOB
(PHA u ConA).

Ha ocHOBe MpPOBEJEeHHBLIX MCCJIEAOBAaHMUII CTMETUIIM,
4TO ZODABKA K KJIETOYHBIM KyJNBTYypPaM MOHOB JUTA B
KoHIIeHTpaumax 1—10 mM/a BbIZLIBAET POCT MHKOP-
nopanyy TUTPOBAHHOTO TUMUAMHA N0 aKTUBUPOBAHHBIX
mutorenamyu (PHA mu ConA) aumdbounTorR nepudepu-
JeCcKOM KPOBU U MOJOKA., OITUMMaNbLHBIN DPOCT HAOMI0-
Jami npu KourenTtpamuu Lit 5 mM/mI.

Klucinski W., Miernik E., Szeleszczuk B.. Zaleska M.
— Stimulation of T lymphocytes of the blood and
milk of cows in vitro by lithium ions

The purpose of the work was to determine the in-
fluence of different concentrations of lithium on the
blastic transformation of lymphocytes isolated from
the peripheral blood and milk of caftle. The exami-
nations were carried out on 10 cows, Black-White
breed being in the middie or in the second half Ia-
ctation., The lymphocytes of the peripheral blood
were isclated by means of Ficoll-Hypaque gradient.
The cells from milk were taken from dnimals whose
mik did not ccntain more than 5X10% cells/mil; the
mean content was: PMNs — 20%, macrophages —
50%, lymphocytes — 30%. The experiments were per-
formed using *H — thymidine and non-specific mito-
gens, ie. PHA and ConA. It was found that the
addition of lithium ions into the cell culture at a
concentration from 1,0 to 10 mM/l caused an increa-
sed incorporation of ®H-thymidine into lymphocytes
stimulated with the mitogens. The highest increase
was observed at the level of 5 mM Lit/l

_——

BECKER B. A., NIENABER J. A., CHRISTENSON
R, K., MANAK R. C., DE SHAZER J. A.. HAHN G.
L.: Stezenie kortyzolu we krwi obwodowej jako
wskaznik dzialania stresu u §win, (Peripheral con-
centrations of corfisol as an indicator of stress in
the pig). Am, J. vet, Res. 46, 1034—1038, 1985 (5)

Badania nad wplywem trzech rodznych czynnikéw
stresowych (ograniczenie ruchu przez 1 godz., sty-
mulacja pradem elektrycznym przez 6 minut, stres
termiczny trwajacy 6 godz.) powtarzane przez 3 ko-
lejne dni, przeprowadzone na warchlakach w wieku
7—9 miesigey wykazalo wzrost stezenia kortyzolu we
krwi obwodowej. Poziom kortyzolu oznaczono metoda
radioimmunologiczng. Maksymalny poziom kortyzolu
we krwi obwodowej warchlakéw o graniczonym ru-
chu, stymulowanych pradem elektrycznym i podda-
nych stresowi termicznemu w poréwnaniu do pozio-
mu kortyzolu we krwi warchlakéow z grupy kontrol-
nej byt wyzszy odpowiednio o 67,8 £0.9; 43.2 158 i
25,213,0 ng/ml.

G.

MORNER T., OLSON P.: Wykazanie zakaZenia par-
wowirusem u psoéw przy uzyciu metody immunofluo-
rescencji. (Canine parvovirus infection demonstrated
by immunofluorescence). Zbl. Vet. Med. B, 32,
337—344, 1985 (5)

Obecnos¢é parwowirusa wykazano metods immuno-
fluorescencji u 40 z 41 badanych pséw. Metoda ta
data wyniki dodatnie u 33 z 34 szczenigt z parwowi-
rusowym zapaleniem jelit. W odeczynie immunofluo-
rescencji obecno$é antygenu wirusowego wykazano
zardbwno w zamrozonych skrawkach tkanek oraz w
tych samych skrawkach po utrwaleniu w formalinie.
U 15 szczenigt odczyn immunofluorescerncji wypadl
dodatnio z obydwoma rodzajami probek, w dwoch
przypadkach silniejszy odczyn - notowano stosujac
swieze skrawki i tylko w jednym przypadku uzyska-
no silniejszy odczyn stosujgc skrawki tkanek wutrwa-
lone w formalinie.

G.
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