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Summmary

Immunological mechanisms operating in mice in experi-
mental yersiniasis

The objectives of the study were examine immunolo-
gical processes developing in mice in experimental Yersi-
nia enterocolitica infection. The studies were performed
on the BALB/c mice infected perorally with 10% live viru-
lent cells of Y. enterocolitica. The activity of neutrophils,
macrophages, lymphocytes T and B was evaluated in
appriopriate tests. The dynamics of anti Y. enterocolitica
antibodies was determined by agglutination and by indi-
rect immunofluorescence test. It was found that in mice
in the course of experimental yersiniasis both cellular and
humoral immunity play an important role in protection
but in various periods after infection. Cellular immunity
develops earlier after about 6—9 days since infection but
humoral immunity appears by about 12—15 day since
infection.

Mimo licznych badan nad doswiadczalna yersinioza zwie-
rzat niewiele jak dotgd wiadomo na temat patogenezy oraz
odpowiedzi immunologicznej w przebiegu zakazenia wywo-
iznego przez Yersinia enterocolitica. Ogoélnie przyjmuje sie,
ze w zakaZeniach wirusowych i grzybiczych duza role od-
grywaja mechanizmy obronne typu komérkowego, nato-
miast w wigkszosel zakazen bhakteryjinych przewazajg me-
chanizmy typu humoralnego (6). Odpornosé¢ komoérkowa jako
decydujaca jest obserwowana przy zakazeniu bakteriami,
ktére pasozytuja wewngtrzkomoérkowo, m.in. takie jak:
Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes (1, 6). Z nielicznych
badan wynika, ze Y. enterocolitica moze wytwarzaé¢ ziarni-
niakowe zmiany i1 jest oporna na wewnatrzkomorkowe za-
bijanie fagocytéw (2, cyt. 10). Chociaz zmiany te, charakte-
rystyczne dla pasozytéw wewnatrzkomorkowych (cyt. 10,
13), moga $wiadczyé o obronnosci komdrkowej, to jednak
nie wyklueczajg udzialu odpornosci humoralnej.

Celem pracy bylo badanie odpornosci humoralnej i ko-
moérkowej w przebiegu doswiadczalnego zakazenia wywola-
nego paleczkami Y. enterocolitica u myszy.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 369 myszach szczepu BALB/c
w wieku 4—5 miesiecy, pochodzgcych z hodowli wtlasnej.
Myszy zakazano doustnie szczepem wirulentnym 4/S/87
Yersinia enterocoliiica serotyp 3, metoda opisang w po-
przedniej pracy (16). Wszystkie zwierzeta otrzymaly dawke
0,15 cm?® zwiesiny Zywych bakterii o gestosci 6,7X10% ko-
moérek/cm3. Zwierzeta podzielono na 3 grupy po 70 myszy.
W 3, 8,9, 12, 15, 18, 21, 24 i 27 dniu po zakaZeniu zabijano
po 5 zwierzat i badano. Myszy I grupy skrwawiano przez
dekapitacje i pobierano krew w celu wykonania testu cyto-
enzymatycznego. W dalszej kolejnosci wypreparowywano
wezly chionne krezkowe dla uzyskania komorek do odczynu
zahamowania migracji makrofagéw (ZMM). Myszy II grupy
dekapitowano pobierajgc krew do badan serologicznych oraz
makrofagi otrzewnowe do testu z czerwienig obojetng i fa-
gocytozy. Od III grupy myszy pobierano krew do testu re-
dukeji biekitu nitrotetrazoliowego (NBT), a wezly chionne
krezkowe dla otrzymania komoérek limfatycznych do testu
rozetkowego EAC.

Badania bakteriologiczne. Zakazenie myszy pateczkami
Y. enterocolitica sprawdzano za pomoca posiewdéw bakterio-
logicznych bezposrednich i posrednich, na podtozach statych

(MacConcey agar-Merck, Yersinia Selective Agar-Oxoid)
oraz piynnych (SF, zbuforowany plyn fizjologiczny o pH
7,6). Do badan bakteriologicznych pobierano wycinki $le-
dziony, watroby, jelita biodrowego oraz wezléw chionnych.

Otrzymywanie komoérek limfatycznych. Komorki limfatycz-
ne do odczynu ZMW i testu rozetkowego uzyskiwano z wez-
16w chtonnych krezkowych. Wezty chlonne pobrane bez-
posrednio po zabiciu zwierzecia rozdrabniano i przecieranc
przez gesta gaze nylonowa. Uzyskane w ten sposéb komor-
ki plukano dwukrotnie w zimnym plynie Eagle’a z dodat-
kiem 60 pg streptomycyny i 70 jm. penicyliny w 1 cm?
plynu oraz 10% inakiywowanej surowicy cielecej. Gestosé
zawiesin obliczano przy uzyciu hemocytometru Bilirkera.
Zywotnosé komoérek wahala sie w granicach 89—94%s spraw-
dzana przy pomocy 1% roztworu biekitu trypanu.

Odczyn zahamowania migracji makrofagow (ZMW). Od-
czyn wykonano wedlug metody opisanej przez Rajapakse
i Glynna (15) oraz Marsmana i Van der Harta (8). Uzywano
antygenu w postaci zabitych w autoklawie w 121°C przez
10 minut paleczek Y.enterocolitica, a nastepnie rozbitych
ultradzwiekami. Do odczynu antygen rozcienczano plynem
Parkera do koncentracji 50 uwg bialka/l c¢m? Poziom bialka
w antygenie ckreilano metodg Lowry'ego (7). Makrofagi
uzyskiwano z jamy otrzewnowej myszy podajgc im 3 dni
wcezesniej 2 cm?® jalowego oleju parafinowego dootrzewno-
wo. Z komoérek otrzymanych z wezta chlonnego krezkowe-
go zakazonych myszy oraz z komorek uzyskanych z wysieku
otrzewnowego myszy zdrowych sporzadzano takie zawiesi-
ny aby po potlaczeniu ich stosunek limfocytéow do makrofa-
goéw wynosil 1:4 (obliczano w komorze Thoma-Zeissa). Nas-
tepnie mieszanina komérek napeiniano kapilary, ktére po
odwirowaniu i obcigciu na granicy osadu komoérek umiesz-
czano na dnie komory Mackaness’a. Dla kazdego zwierze-
cia dos$wiadczalnego napelniano po dwie komory plynem
Parkera z antygenem i bez antygenu. Po 24 godz. inkubacji
w 37°C obliczano procent migracji w obecnosci antygenuy,
a srednie powierzchnie pdl migracji odczytywano z 4 ka-
pilar.

Test rozetkowy EAC (3). Z erytrocytdéw barana przemy-
tych trzykrotnie zbuforowanym plynem fizjologicznym (PBS)
sporzadzano 5% zawiesing, z ktérej 1 cm3 inkubowano przez
30 minut w 37°C z réwng objetoscia surowicy hemolitycz-
nej przeciwko erytrocytom barana rozcienczonej do miana
subaglutynacyjnego. Uczulone krwinki (EA) po przemyciu
zawieszano w 1 cm?® PBS i inkubowano z réwng objetoscig
rozcienczonej surowicy mysiej przez 30 minut w 37°C.
Utworzone kompleksy EAC przemywano i inkubowano
z limfocytami przez 30 minut w temp. 37°C. Odsetek lim-
focytow (barwionych 1% blekitem metylenowym) tworza-
cych rozety okreslano po przeliczeniu 300 komorek. Za ro-
zete uznawano przyleganie co najmniej 3 ervtrocytéw do
limfocyta.

Oznaczanie limfocytow esterazodadatnich. Zastosowano
metode cytoenzymatyczng Muellera i wsp. (9), w ktérej lim-
focyty esterazododatnie utozsamiane sa u myszy z limfocy-
tami T, za$ esterazoujemne z limfocytami B. Test wykonano
z rozmazdw krwi myszy. W preparatach obliczano procent
komorek zawierajacych wybarwione ziaranistosci $wiadcza-
ce o ohecnosci w cytoplazmie esterazy.

Oznaczanie ilosci makrofagdéw  czerwienia obojetna.
W prébie wykorzystano zdolncs$¢ przyzyciowego barwienia
makrofagéow czerwienig obojetng. Makrofagi uzyskiwano
przemywajgc jame otrzewnowg 1 cm? PBS. Do 0,2 ¢cm3 po-
ptuczyn z jamy otrzewnowej dodawano krople 1% czer-
wieni obojetnej w plynie fizjologicznym i liczono makro-
fagi w komorze PRilirkera, obliczajgc ilo$¢ w 1 cms3.

Test redukcji blekitu nitroterazoliowego (NBT). Badanie
wykonano metoda cytochemiczna wediug Parkera i wsp.
(12). Krew heparynowang w ilosei 0,1 c¢md® mieszano w
rownej objetoéci z mieszaning PBS i 0,2% roztworu ble-
kitu nitrotetrazoliowego. Prébki inkubowano przez 15 mi-
nut w 37°C i 15 minut w temp. pokojowej. Nastepnie wy-
konywano rozmazy na szkietkach podstawowych, ktére
utrwalano zimnym metanolem i dobarwiano 0,2% roztwo-
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rem safraniny w 2% kwasie octowym. Preparaty ogladano
pod mikroskopem, obliczajac odsetek granulocytow za-
wierajgeych wewnatrzkomérkowe wyrazne zlogi forma-
zanu.

Badanie fagocytozy przy uZyciu makrofagéw otrzewno-
wych. Makrofagi uzyskiwano przemywajac jame otrzew-
nowa 1 cm3 PBS. Odczyn wykonano na szkielkach podsta-
wowych, na powierzchni ktérych rozprowadzano 0,2 cm?
poptuczyn z jamy otrzewnowej. Preparat inkubowano w
komorze wilgotnej zawierajgcej 5% CO, przez 30 minut
w 37°C w celu przytwierdzenia sie makrofagéw do po-
wierzehni szkieltka. Po 3-krotnym przemyciu preparatow
plynem Hanksa o temp. 37°C dzialano na nie zawiesina pa-
leczek Y. enterocolitica w ilosci 0,2 cm® z dodatkiem suro-
wicy mysiej i inkubowano przez 30 minut w komorze wil-
gotnej zawierajgcej 5% CO;. Nastepnie po przemyciu pre-
naratéw barwiono je metods Pappenheima i obliczano
procent makrofagow zawierajagcych pochloniete bakterie.

Badania serologiczne. Do oznaczania poziomu przeciwcial
anty-Y. enterocolitica zastosowano odczyn aglutynacji
(OA) i immunofluorescencji posredniej (OIF). Odczyny te
wykonano z antygenem O uzyskanym =z tego samego
szczepu, ktérym zakazono zwierzgta (szczep 4/S/87). Anty-
gen przygotowano z zabitych w autoklawie paleczek
Y. enterocolitica o gestosci 10%/cm3. OA wykonano (3) roz-
cienczajgc piynem fizjologicznym badang surowice (uprzed-
nio inaktywowana w 56°C przez 30 minut) od 1:10. Na-
stepnie dodawano po kropli antygenu 1 inkubowano
18 godz. w temp. 50°C, po czym odczytywano. OIF wyko-
nano wedlug ogoélnie przyjetych metod. Do odczynu uzy-

wano znakowanych surowic antyglobulinowych firmy
Difco.
Wyniki i omowienie
Wyniki badan immunologicznych u myszy zakaZonych

doustnie pateczkami Y. enterocolitica serotyp 3 przedsta-
wia tab. 1. Uwalnianie czynnika migracji (MIF) obserwo-
wano wyraZznie juz 6 dnia po zakazeniu. Najwyzsze zaha-
mowanie makrofagéw w obecnosci antygenu notowano
w 12 dniu po infekeji i wynosito 56,8%. Poczawszy od
15 dnia trwania zakazenia nastepowal powolny spadek
uwalniania czynnika MIF. Zahamowanie migracji makro-
fagéw utrzymywalo sie az do konca doswiadczenia, a roz-
nice miedzy wynikami przed i w 27 dni po zakonczeniu
byly jeszcze wyrazne. Z tab. 1 wynika, ze u myszy zaka-
zonych obserwowano rdéwniez zmiany ilosciowe makrofa-
gow otrzewnowych. Juz w trzecim dniu trwania zakaze-
nia notowano wzrost liczby makrofagéw, ktéry utrzymy-
wal sie az do 18 dnia. Najwieksza srednia liczbe komorek
u myszy stwierdzono w 9 dniu infekeji i wynosila ona
6,5 X 108 makrofagéw. Od 21 dnia po zakaieniu obserwo-
wano wyrazne zmniejszenie liczby makrofagéw otrzewno-
wych. Dynamike zmian ilosciowych limfocytow B u my-
szy zakazonych wykazano za pomoca testu rozetkowego
EAC. Po 6 dniach od zakazenia liczba komdrek rozetkuja-
cych wzrosta do 32,0%, podczas gdy u zwierzat nie zaka-
sonych wartoéé¢ ta wynosita 225%. W kolejnych badaniach

obserwowano dalszy wzrost liczby limfocytéw tworzacych
rozetki. Najwiekszy odsetek limfocytéw tworzacych ro-
zetki stwierdzano 12 i 15 dnia (43,4% i 48%) po zakazeniu.
Od 18 dnia trwania do$wiadczenia wystapil nieznaczny
spadek liczby komorek reagujgeych z krwinkami. Ocena
funkeji granulocytow obojetnochtonnych dokonana za po-
moca testu redukcji NBT wykazala, Zze juz 3 dnia po za-
kazeniu nastgpil wzrost ich aktywnosci. Najwiekszy odse-
tek granulocytow redukujgcych notowano 6 dnia po zaka-
7eniu i Wynosit on 23,5%. Od 9 do 18 dnia po zakazeniu
stwierdzano jeszcze dos$é¢é wysoks liczbe komérek NBT do-
datnich. Dopiero w dalszych badaniach obserwowano
stopniowy spadek liczby granulocytéw zawierajgcych zio-
gi formazanu. We krwi w kolejnych badaniach po zaka-
zeniu za pomocy testu cytoenzymatycznego wykazano
zmiany ilosciowe limfocytow esterazododatnich (T). W
6 dniu doswiadczenia notowano wyrazny wzrost ich liczby
do 63,2%, podczas gdy u zwierzat nie zakaZonych stwier-
dzano 58,8%. Od 9 dnia po zakazeniu, kiedy liczba limfo-
eytow T byla najwieksza i wynosila 69,2%, ulegla w na-
stepnych badaniach zmniejszeniu, ale nie byla nizsza od
wartosci wyjsciowej. U zakazonych myszy stwierdzano
réwniez wzrost aktywnosei fagocytarnej makrofagow
otrzewnowych., Najwyzsze odsetki makrofagéw fagocytuja-
cych obserwowano od 3 do 9 dnia po zakazeniu i wynosilty
one koleino 90,4%, 96,3%, 85,7%. Poczawszy od 12 dnia
notowano spadek liczby makrofagéw fagocytujacych.
Zachowanie sie przeciwcial wykrywalnych odczynem
aglutynacji i immunofluorescencji posredniej po zakazeniu
myszy paleczkami Y. enterocolitica przedstawia ryc. 1.
Z wykresu wynika, ze aglutyniny w niskich mianach
(1:10—1:20) wystepowaly u niektérych badanych zwierzat
juz 3 dnia po zakazeniu. Od 6 dnia po zakazeniu obser-
wowano juz wzrost poziomu przeciwcial anty-Y. entero-
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Ryc. 1. Miana swoistych przeciwcial wykrywalnych w od-

czynie aglutynacji (OA) i immunofluorescencji (OIF) u my-
szy zakazonych Y. enterocolitica

Tab. 1. Wyniki badan immunologicznych myszy po zakazeniu doustnym pateczkami Yersinia enterocolitica

. [ Limfocyty Rozety Test redukeji Aktywnosé Liczba
o g?:;eniu Zl},;ﬁM esterazododatnie EAC NBT fagocytarna makrofagdw

Y 1 0% % makrgfagow | miln/cim?

0 94,6 58,8 22,5 8,7 64,2 1,9

3 85,7 61,3 21,2 13,4 90,4 3,0

6 70,2 63.2 32,0 23,5 96.3 44

9 68,4 69,2 24.7 18,6 85,7 6.5

12 56,8 62,5 434 19,8 72,5 6,2

15 74,3 63,0 48,0 14,3 83,2 3,9

18 65,5 62,8 37,3 17,5 73,0 | 2,2

21 71,3 58,5 41,3 11,5 64,7 ! 1.6

24 84,7 60,7 38,7 9,7 72,5 | 2.5

27 78,2 61,1 40,0 12,3 65,8 2,1
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colitica. Najwyzsze wartosci mian (1:20—1:160) stwierdza-
no miedzy 15 a 21 dniem po zakazeniu. Chociaz od 24 dnia
obserwowano spadek poziomu aglutynin, to jednak utrzy-
mywaty sie do konca doswiadczenia na znacznym pozio-
mie. W OIF wykrywano przeciwciala po 9 dniach od za-
kazenia. Najwyzszy poziom przeciwciat fluoryzujacych
(1:20—1:320) obserwowano miedzy 15 a 24 dniem po zaka-
zeniu. Wysokie wartosci mian utrzymywaly sie do konhca
ohserwacji.

W badaniach bakteriologicznych wycinkow narzadéw
zakazonych myszy stwierdzano obecno$é paleczek Y. ente-
rocolitica przez caly okres trwania doswiadczenia. Szcze-
gbélnie obfity wzrost Y. enterocolitica obserwowano mie-
dzy 6 a 12 dniem po zakazeniu. W tym okresie notowano
takze przypadki $miertelne wsrdd zwierzat.

W procesach zachodzgcych w odpowiedzi immunologicz-
nej uczestnicza m.in. takie komorki, jak: limfoeyty, gra-
nulocyty, komoérki plazmatyczne, makrofagi, monocyty
(13). Bardzo istotng role w odpornosci odgrywaja limfo-
cyty T (grasiczo-zalezne), ktére uczestniczg w reakcjach
immunologicznych typu komoérkowego oraz immunokompe-
tentne limfocyty B (burso-zalezne), ktére s3 odpowie-
dzialne za odporno$¢ humoraing, zwigzang z obecnoscig
krazgcych przeciwcial (4, 6). Obok limfocytow wazng role
w odpowiedzi imunologiczne]j spelniajg rowniez makrofa-
gi, ktore obok znanych wiasciwosei zernych majg istotne
znaczenie w regulacji rozpoznawania antygenu oraz jego
,brezentacji” w odpowiednio przetworzonej formie ko-
moérkom T (14, 19). W badaniach witasnych za pomocg
odpowiednich testow poddano ocenie aktywnos¢ takich
komorek, jak: limfoeyty T i B, makrofagi oraz granulo-
cyty obojetnochionne. Juz od 3 dnia po zakazeniu myszy
paleczkami Y. enterocolitica obserwowano nie tylko zwiek-
szenie liczby makrofagbw otrzewnowych, ale ro6wniez
wzrost ich wlasciwosei fagocytujgcych. W tym okresie
notowano takze wzrost aktywnosci metabolicznej granu-
locytéw krwi obwodowej. Najwyzszy odsetek makrofagow
fagocytujgeyeh, granulocytéw redukujgeych, limfocytow T
oraz najwieksza S$rednig liczbe makrofagdéw obserwowano
miedzy 6 a 9 dniem trwania zakazenia. W kolejnych ba-
daniach aktywno$¢ badanych komoérek zmalata, jednak
notowane wartosci pozostawaly znacznie wyzsze w porow-
naniu do zwierzat nie zakazonych. Do wykazania odpor-
nosci komoérkowej (nadwrazliwoscei typu pdinego) in vitro
zastosowano odczyn ZMM. Uwalnianie MIF obserwowano
juz 6 dnia po zakazeniu, a najwieksze zahamowanie
migracji w obecnosci antygenu nastgpilo w 12 dniu trwa-
nia doswiadczenia. Uwalnianie MIF obserwowano az do
konca obserwacji.

Zblizone wyniki badan otrzymali Nakazawa i wsp. (10).
Stwierdzili, ze u myszy =zakazonych dozylnie zywymi
bakteriami Y. enterocolitica juz 7 dnia po zakazZeniu poja-
wila sie NTP badana testem opuszkowym i utrzymywala
sie az do 21 dnia.

Dynamike rozwoju odpornosci typu humoralnego bada-
no z uzyciem odczynu aglutynacji i immunofluorescencji
oraz testu EAC pozwalajgcego identyfikowa¢ limfocyty B.
W tescie EAC zmiany ilosciowe wykazano juz po 6 dniach
od zakazenia. Najwiekszy odsetek limfocytéw tworzacych
rozetki notowano 12 i 15 dnia po zakazZeniu. Natomiast
najwyzsze wartosci mian w obu odczynach (OA i OIF)
stwierdzono miedzy 15 a 24 dniem trwania do$wiadczenia.
W OA przeciwciala w niskich mianach pojawily sig juz
3 dnia po zakazeniu, natomiast w OIF wykrywano je péz-
niej i na ogdt w wyzszych wartosciach. Przeciwclala za-
rowno w OA, jak i w OIF utrzymywaly sig do konca
obserwacji. Z danych pi$miennictwa (10, 11, 17, 18) wyni-
ka, ze w przebiegu doswiadczalnej yersiniozy u zwierzat

przeciwciala anty-Y. enterocolitica pojawiaja sie w r1dz-
nych okresach po zakazeniu. Nakazawa i wsp. (10) w
swoich badaniach na myszach wykrywali aglutyniny anty-
Y. enterocolitica od 4 do 30 dnia, a najwyzsze miana
(1:320) notowali 12 dnia po =zakazeniu. Natomiast Ueno
i wsp. (17, 18) u wiekszosci badanych myszy wykrywali
przeciwciala na ogét od 3 do 5 tygodnia po zakazeniu,
a najwyzsze miano O aglutynin wynosito 1:80. Uwazajg
rowniez, ze miano = 20 moze by¢ diagnostycznie pewnym
wskaznikiem zakazenia pateczkami Y. enterocolitica myszy
i szezurdw w doswiadezalnych warunkach. W badaniach
eksperymentalnych przeprowadzonych na kroélikach (cyt.
18) przeciwciata byly wykrywane miedzy 1—4 tygodniem
po zakazeniu w mianach 1:256 do 1:2048. Pal i wsp. (11)
w swoich badaniach stwierdzali czterokrotny lub wiekszy
wzrost poziomu przeciweial w surowicach 30 kroélikéw
(71%) w okresie od 12 do 16 dnia po zakaZeniu, a $rednia
geometryczna mian wynosila 62.

W badaniach wtasnych wykazano, ze w doswiadczalne]
yersiniozie u myszy obserwuje sie wzajemne uzupelnianie
w funkcjach makrofagéw, granulocytéw obojetnochton-
nych oraz limfocytéw T i B. Odporno$¢ typu komodrko-
wego powstaje wecezesniej okoto 6—9 dnia po zakazeniu
myszy wirulentnym szczepem Y. enterocolitica, niz odpor-
nosé humoralna okolo 12—15 dnia, ktéra utrzymywala sig
do konca doswiadczenia.
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TAKLA P. G., MOHAMED H. A, WRIGHT J., FAHMY F.:
Stezenie olowiu w pelnej krwi owiec z réinych ierenow
polozonych w Delcie Nilu. (Lead levels in whole blood of
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Oznaczono stezenie olowiu w pelnej krwi owiec wypasa-
nych na pastwiskach usytuowanych w poblizu autostrad
lub w poblizu zakladdéw przemyslowych zuzywajacych duze
ilosci ropy naftowej. Wszystkie pastwiska byly usytuowane
w Delcie Nilu. Z kazdego z trzech region6ow pobierano
krew od 117 do 200 owiec. Jedno z pastwisk bylo odda-
lone o 80, drugie o 100 m od ruchliwej autostrady, zas trze-
cie pastwisko bylo usytuawane w odleglosci 0,5 km od
elektrowni atomowej, gdzie pracowaly silniki dislowskie.
Poziom olowiu we krwi owiec wynosil srednio 0,062; 0,067
i 0,087 pg/ml. Ani wartosci $rednie steZenia olowiu w pel-
nej krwi owiec, ani wartosci maksymalne stgZenia tego
pierwiastka (200 pg/L) nie wskazujg na silne zanieczyszcze-
nie olowiem okolicy, w ktorej sg wypasane owce.
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