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Tab. 1. Porównawcze wyniki 'oczyszczania limfocy;.w z krwi obwodowej lisa §rzy różnych gęstościach
gradientu
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objaŚnienia: * 
- średnia ticzba leukocytóW w mB dla 10 lisów w danej glupie, (-) w nawiasąch podano procentowy

odzysklimfocytówpogrodiencieWstosunkudoilościwyjścioivejwpelnejkrwi,G-granulocyt,M-monocyt,L_lim-
focyt.

olaz |, 2, 4 i 16 godz. Po inkubacji osad komórkowy
dokładnie zawieszeno i dodawano 010/o roztworu błę-
no w plynie Eagla w stężeniu wyjściowym (10/o). Do
limfo:vtów tworz.cych rozetki EA określano po prze-
Iiczeniu co najmniej 400 komórek. Jako rozetki uwa-
żano te lim+ocyty, które wiązałv 3 i więce.j krwinek
barana. Wyniki opracowano statystvcznie Drzy pomD-
cy trójczynnikowej analizy wariancji testem F-Snede-
cora.

Próbę kontrolną stanowiłv nieopłaszczone 10/o krwin-
ki barana zawieszone w płynie Elgla, które testowa-
no podobnie jak oołaszczcne krwinki w teś:ie rozet-
kowym EA. Limfocyty lisa nie tworzą spontanicznych
rozetek E z krwinkami barana (dane nie publikowa-
ne).

Wyniki i omówienie
Izolacja 1imf ocytów. Wyniki izola-

cji limfocytów z krwi obwodowej lisa ilustruje
tab. 1. Najl-epsze oczyszczenie i odzysk pooula-
cji limfocytów uzyskano stosując izoosmotycz-
ny gradient ficol/uronolina o gęstości 1,074-
1.075 g/cmg. Użyte porównawczo preparaty Fi-
coll-Paque oraz Lymphoprep dały w uzyskanei
puli )imfocytów duży odsetek zanieezyszeząń
komórkami wielojądrzastymi (tab. 1). Inkubacja
otrzyman-^j po gradiencie zawiesiny ko"nórek z
karbonylkiern żelaza ptz.vczynlła się do zwiok-
szenia czvstości ponulacji limfocytów. Podob-
ną czvstość limfocvtów uzyskano równi^ż 0o za-
stosowaniu metody adherenc,ii komórek żernvch
do szklanej płvtki, lecz powodowało to również
utratę części limfocytów (tab. 2). Stąd tez inku-
bacia z karbonylkiem żelaza jest bardziej efek-
tvwna metodą dla uzyskania czystej populacjr
limfocytów.

Warunki testu rozetoweqo EA.
Zasadniczy wpływ na wysokość odsetka rozetek
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Ryc. 1. Wpływ czasu i temperatury preink,rbacji na

tworzenie się rozetek EA .ry krwi obwodo,ł,ej lisa
objaśnienie: wykres przecistawia śIednie wartości uzyskane

z trZecy\ kolejnych badań

FA w krwi obwodowej 1isa ma czas preinkuba-
cji testowan,^j mieszaniny komórek. Jak widać z
ryc. 1, przedłużenie czasu preinkubacji powyżej
30 min. powoduje spadek liczby rozetek. Jest
to wyraźnie widoczne podczas preinkubacji w
w temp. 39'C. Natomiast nie zaobsertMowano
większego wpływu temperatury preinkubacji na
tworzenie się rozetek EA, gdyż uzyskano zbli-
żone wyniki w obydwu badanych zakresach
temperatur ti. 22"C i 39oC (ryc. 1). Podczas in-
kubacji w 4oC procent komórek tworzących ro-
zetki EA uległ stabilizacji po upływie 30 min.
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i przy dalszej inkubacji (do 16 godz.) odsetek ko-
mórek rozetkujących utrzymywał się na tym
samym poziomie (ryc, 2). W grupie lisów sreb-
rzystych odsetek limfocytów krwi obwodowei
tworzących rozetki EA był podobny dla'samic i
samców i wynosił średnio dla surowicy homoio-
gicznej (As-L) 9,13 + 2,13 (7-14) i 9,13 t 1,59
(7-I4), zaś dla surowicy heterologicznej (As-K)
9,37 + 2,47 (6-16) i 9,06 + 1,95 (6-12). W grupie
lisów niebieskich odsetek komórek tworzących
rozetki EA z surowicą homologiczną (As-L) wy-
nosił 9,3B +2,76 (6-15) dla samic i 8,69+1,5B
(6-12) dla samców, nat,omiast z surowicą hete-
roloriczną (As-K) wynosił kolejno 9,44 t 1,90
(7-14) i B,44+1,90 (6-13) tab, 3.

Przy pomocy trójczvnnikowej analizy warian-
cji z uwzględnieniem płci, rasy i rodzaju uzytej
surowicy nie wykazano ist,otnych różnic w od-
setku limfocytów tworzących rozetki EA po-
m:ędzy samicami i samcami, rodzajem użytei
surowicy (homologiczna i heterologiczna) oraz
rasami lisów niebieskich i srebrzystych (tab. 3)

w dostepnym oiśmiennictwie ni-^ natlotkano
izolacji limfocytów od lisów przy
gradientu gęstości. Próby takie
i wsp. (B) i wvkazali. że preparat

Lymphoprep o gestości |,077 gfcml przeznaezo-
ny przede wszystkim do izolacji limfocvtów
ludzkich nie pozwala na uzyskanie czystej po-
pulacji komórek jednojądrzastych u lisa z uwagi
na duże zanieczyszczenie komórkami wieloją-

Tab, 2. Jakościowy i ilościowy obraz leukocytów lisa
w otrzymanei zawiesinie komór,ek po gradiencie fikol-

-urupolina o gęstości 1,074-1,075 g/cm8

zowięsiżo. Konccnlroct'o 0ronr..r,}ocvtv Lirzfocvty
ńl %'

Ryc. 2. Wpływ czasu inkubacji na tworzenie się ro-
zetek EA w krwi obwodowej 1isa - temp. inkubacji

objaśnienie: wykres przedstawia średnie wartości. z trzech
kolejnych badań.

drzastymi (35-66Vo). Wyniki tych autorów po-
twierdzono w badanich własnych przy użyciu
preparatu Lymphoprep i Ficoll-Paque, uzyskując
również duży procent komórel< wieloiądrzastvch
w populacji limfocytów (32-60). Inni autorzy
wykazaii małą przydatność tych preparatów do
izolacji Iimfocytów u psa (4,7,9,2I,22) i in-
nych gatunków zwierząt (1, 6, 25). W badaniach
wlasnych stwierdzono, że izoosmotyczny gra-
dient fikol-uropolina o gęstości 1,074-1,075
g/cm3 nadaje się do izolacji limfocytów z krwi
obwodowej 1isów dając dobry odzysk i wysoką
czystość (tab. 1). Mimo, zelizolację pTowadzono
w tych samych warunkach i przy użyciu tei
samej serii gradientu zaobserwoWano pewne
róznice w czystości populacji limfocytów (B4-
927o) w odnie,s,ieniu do poszczególnych bada-
nych próbek. Można domniem}wać, że było to
związane z cechami osobniczymi. Usunięcie ko-
mórek fagocytujących z uzyskanej populacji
Ieukocytów umozliwiło oznaczenie odsetka lim-
focytów z re3eptołem Fc lisa. Najwyższy od-
stek 1imfocybów tworzących rozetki EA stwrer-
d_zo,no po 30 rnin. preinkubacji w ternp. 22"C i
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objaśnienie: (-) w nawiasach podano minimalne i maksy-
malne wartości identyfikowanych leukocytów.

Tab. 3. Odsetek rozetek EA w krwi obwodowej ]isa przy użyciu homologicznej i heterologicznej surowicy
oraz krwinek barana

OdEąlę.k rozctck EA
|7|,yy[,*łree i§:§r' As- K WortoŁc. As -

it s v%r:"Ę*Y i*s
l. Wortoói
i,., ńyaimol- ot
Y lo 12ą a1o

Lis g@m.rcl
arobrzysty

5oftżca

Lig somic?,
aiebioEkv

5@mca

6,oo 46,00

6,00 Ą2,oo

,t,00 ,1Ą,0o

f)zuzz,s T,oo 4Ą,oo

|,,!| ll,tl ,t,Oo 1ł,oo

16

Ą6
2G,Ą

21,5

20,4

9.31
2',Ą7
9,06
Ą',95

9,ĄĄ
Ą.9o
8:,ĄĄ
119o

9,98
2,46
8.69
4,'58

Ą6

46
29,o 6,00 Ą5,oo

22,5 ąo0 .ł3,0o 48,4 6,00 Ą2,0o

OaoLaoLi?zbo
5oryzicą au
iorTżCa x =?,o8! Ą,96*9,ol

2,o5
9,08
.,f ,8?

objaśnienia: AS-k surowica królika,
w krwi obwodowej lisów srelrrzystych

AS-L surowica lisa przeciwko krwinkom
i niebieskich łącznie.

baranai ł średni odsetek rozetek EA
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po 30 min. inkubacji w 4"C (ryc. 1). Paramet-
ry te można zatem uznac za optymalne przy
v,rykonywaniu testu rozetkowego EA u lisa.
Mając na względzie, iż analiza statystyczna nie
wykazała istotnych różnic w liczbie rozetek EA
w krwi obwodowej lisó,w srebrzystych i nie-
bieskich, średni odsetek limfocytów tworzących
rozetki EA mozna przyjąc jako średnią dla obu
tych ras. W pnzeprowadzonych badaniach od-
setek limfocytów z receptorem Fc w warun-
kach fizjologicznych u 1isów srebrystych i nie-
bieskich wynosił średnio 9,0B + 1,96 (6-16) i
ten parametr można przyjąc jako normę fizjo-
logiczrrą. Uzyskane wyniki stwarzają możliwość
dalszych badań nad ilością limfocytów z re-
ceptorem !-c w czasie dojrz:wania osobrriczego,
a także w róznych stanach flzjologtcznych i
patologicznych.

Wnioski
Uzyskane wyniki pozwalają na wysunięcie na-

stępujących wniosków:
1. Do izolacji 1imfocytów z krwi obvrodowej

Iisa przydatna jest mjeszanina fikolu z uropo-
1iną o gęstości gradientu I,074-1,075 g/cm3, po-
nieważ umożliwi,a uzyskanie dobrego odzysku
i wysokiej czystości.

2, Optymalne warunki do wyko,nania testu
roz:tkowego EA u lisów stanowi 30 min. pre-
inkubacia-o 22oC z następową 30 min. inkuba-
cją w 4'C.
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Kocrpo K. _ Merog t 3oJlflqrrll lnrrSoqntor B lleprt-
@epltuecxofi Kpo3r pa3BoAr,rMblx łnĄav\ a BbltroJlfie-
HIłe po3eToalrroro recra EA

Ęenr rłccnego,sauuft cocTo,fiJla e paspadorxe MeTo_
na u3ołIfl\vfr/I łzlłSoqltron zs neprQepz.recr<oż xponn
pa3BoAr,IMbIx llucu\ u BLInoJIHeHrdl po3eToqHoro T€cTa
EA. lloxasarło, .łro Harł6oJlee trpr{roAnblM R u3oJlg,\uĄ
łulrSoqrłton rs neprł@eprf.recKolł KpoiBr{ Jl]zcrlqbl flB-
JIfieTc.E rpaAT4eHT @rxol-yponoJIJ4H rycToTof,t 7,074_
1075 r/cu3. Hantsrlcln 7i7 EpoIIeHT łltuSoqrroo, o,6pa-
3yloqrfx po3eTKI4 EA, orrnłeveao B ycJIoB]4.Ex 30 łrmrł.
npezrrxy6aq rr B TeMn. 22oC u 30 uzrł. wu:rylagtot
s 4oC. Ire noxasarło cTaTrIcTIzrIecKr{ cy[łecTBeHHbIx
pa3Hrfll B tI]łcJIe KJIeToK o6pasyrou-llłx posetxrł EA,
B 3aB]4cll1MocTr! oT nopoIBI, noJla lĄ B'I4A c6TaopolT<l,
np,rłue,rłeHrłoż npoTlĄB I(poBaHbIx rerreq 6aparła. CpeA-
Hzż npoqeHr łrłu@oquros B peueqTop.]M |,c B [ep]{-
$eplł.łecroż KpoBr{ cl4HBIx r cepe6płrcTo-qepHblx JI]ł-
c],{q Bo3pacTołr 1-3 JIeT oocTatsJl"fieT B cp,eAFIełr g,08*
1,96.

Kostro K. - The methoil of lymphocytes isolation
from the peripheral blootl of foxes antl the rosette
test EA ^

The purp,ose of the work was to, elaborate a met-
hod of ]ymphocy,tes isolation from the peripheral blood
of breeding foxes and to perform the rosette test EA.
It was found that Ficoll-urupoline (ensity from 1,0?4
to 1.075 g per 1 m1) was mo§t propel for lymphocytes
isolation. The heighest percentage of lymphocytes for-
ming EA ro,settes was observed at 22oC preincubation
for 30 min. and later incnrba,tion at 4oC for 30 min. No
sta,tisticaliy sign,ificarrt differences were found conce-
rning the number of cells forming EA r,osettes in
relatioln to the breed. sex and kind of serum used
against sheeo erythrocytes. A mean percentage of lym-
pho,cytes with Fc eceptors in the periphera| blood of
blue and silver fo es aged 1-3 years, was 9.08t1.96

CIIA§NEY C. J.: Rzadki gatunek loztocza Demodex
kota, (An unysual species of demotlex mite in a cat).
Vet. Rec. 723, 67L-673, I98B (26127)

Z zeskrobiny skóry kotki z objawami silnego świą-
du i strupiastego zapalenia skóry sporządzono prepa-
raty, w których wykazano obecność pasożytów z ro-
dzaju Demodex. Pasożyty różniły się cechami marfo-
logicznymi od Demodex cati. }Ja r.odsfawie proporcji
między opisthosoma a całkowitą długością ciała paso-
żyta wyróżniono dwie podgrupy pasożytów: w jednej
opisthosoma stanowiła około ll2 długości ciała rozto-
cza, w drugiej 1/3 długości ciała roztocza. Badanie krwi
chorej kotki wykazało leukocytozę i neutrofilię przy
braku limfocytozy i eozynofilii. Miejscorve zastosowa_
nie 0,?5|0ń roztworu rotenonu w spirytusie metylowym
przyniosło częściowe polepszenie, ale zwierzę padło 4
dnia po leczeniu.

G.
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HALL s., CIPRIA]\,o J. A,, scIIoNEWEIs D. A.,
§MITII J. E., FET\-WICK B. W.: rzolaeia rakaĘnlch i
niezakaźnych Eperythrzoon suis z pełnej krwi świń.
(["olalio- of infective a.rl noninfective T]nerythrozoon
suis bodies from the whole blood of infected swine).
Vet Rec. 123, 651, 1988 (25)

Eperythrozoon suis wywołuje u tuczników ostre scho-
rzenie przebiegające wśród objawów niedokrwistości
i żółtac"ki, niedokrwistośó u nowo narodzonych pro-
siąt, onóźnienie rui i śmierć zarodków u macior. Jest
on śeiśle związany z błoną erytrocyta. Autorzy opisali
metodę otrzymywania żywych i martwych E. suis z
erytrocytów tak, że uzyskany materiał jest wolny od
ścian komórkowych, leukocytów, płytek krwi i więk-
szości białek surowicy krwi. Zastosowanie w opisanej
metodzie EDTA umożliwia usunięcie E. suis z etytto-
cytów bez ich uszkodzenia,

G.


