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Summary

Isslation of peripheral blesd lympkecytes of pregnant cows
and sheep in a Gradizel G gradient

The purpose of the study was to determine the usefulness
f Gradisel G (Pelfa — Kuino) in the isslaticn of peripheral
toed lympheeytes of preznant cows and shezp, After
isnlation the percentage of the individual eells was evalu-
aieq ag the Them's chamaber. The morpholegy, vitality
end reesvery of the ceils comypared with the total number
of peripheral blood lympliccytes were aiso assessed. The
blastic transformation t2st was applied to evaluzte the im-
munolegic activity of lympboceytes isolated in the optimal
iiradisel G gradient, The findings were gompared witr the
resulis oblained wusing a Lymphoprep (Nyegaard) L1977
gradiznl. The studies showed that Gradisel G fulfilled all
the requirements for the succesful isolation of paripheral
blogd Iymphacytes of pregnant cows anad sheep, The opti-
mal density to iselate peripheral blcod lymphoeytes of
¢sws and sheep was 1.677 g/ml,
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Izolacja czystej populacji limfocytéw jest podstawo-
wym warunkiem do przeprowadzania szeregu badan
immurologicznych u ludei i zwicrzat, miedzy innymi
testu transformacji blastycznej, ktéry stosuje. sie do
oceny zdolnosci limfocytéw do podjecia funkeji obron-
nych, pod wplywem mitlacjl antygenowej speeyficz-
nej lub niespecyficznej (6). W tescie transformaciji bla-
stycznej (tth) bada sie aktywnosé¢ limfocytéw krwi ob-
wodowej, rzadziej i:olowanych z centralnych i obwo-
dowych elementow ukladu

chlonnego (np. grasi sle-
dziony, kepek Peyera czy gruczolu mlekowego)
Izolacje limfoeytow przeprowadsza sie najezescicj w

gradiencie Ficollu (preparaty Lymphoprep, Ficoll pague,
Lyrmphopaque itp.). Wykazano, ze do izolacji limfocy-
tdw nalezy uzywaé ficolu o gestosel optymalnej dla
denego gatunku np. dla bydia 1,077—1,084 (10, 16).
U samic ssakoéw naczelnych i w mniejszym stopniu
samic ssakow hodowlanych w okresie poprzedzajacym
porod wystepuje cigzowy zespol niedoboréw immuno-
logicznych. Miedzy innymi stwierdza sie obnizenie ak-
tywnosici immunologicznej limfocytow T krwi obwo-

dowej (1, 2, 3, 4,5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16). Labo-~
ratoria weterynaryjne powinny mieé¢ mozliwo$é wy-
konania badan stanu odpornosci samic ciezarnych oraz
we  wszystkich innych przypadkach, kiedy zwierzeta
poddane zostaly warunkom stresowym, moggcym wy-
wolaé supresje ukladu immunologicznego. Zakres sto-
sowania metod izolacji komérek uktadu immunologicz-
nego, bgdacych podstawa dalszych badan stanu odpor-
noéci zwierzecia, byt w naszym kraju przez ditugi czas
ograniczony, ze wzgledu na konieczno$¢ importowania
Ficollu. Podjecie produkcji preparatu Gradisol G po-
zwala na szersze stosowanie metody w laboratoriach
weterynaryjnych i medycznych, co jest wazne zaréwno
dla diagnestyki klinicznej, jak i badan podstawowych.

Celem pracy byla ocena przydatnosci preparatu Gra-
disol G produkeji Kutnowskich Zaktadéw Farmaccu-
tycznych do izolacji limfocytdéw krwi obwodowej cie-
zarnych kréw i owiec oraz okreslenic optymalnych gra-
dientéw preparatu do izolacji iimfoecytow krwi obwodo-
wej.

Materiat i metody

Krew zylng do badan pobrano od 53 krow ciezarnych w
wizku 3—4 lat 1 50 owiec ciezarnych w wieku 2 lat.

Wyprcdukowany przez KZ: ,Polfa” preparat Gradiscl
G w roztworze wednym zawiera 28% uropoliny (75%s me-
glumine diatrizate) 1 5,5% dekstranu 200300 (v/w/v).

W czlu sprawdzenia cptymalnych warunkow izolacji lim-
focytéw, w pizrwsze] [azie krew rozel 0 za pomocy
PBS (Biomed) w stosunku 1:1, badz pozostawiano nie roz-
[GE step-
niz nz testowany Gradisol G w ilesci 10 ml krwi rozcien-
czonej/nie rozcienczonej na 4 ml Gradisolu G lub 5 ml
krwi rozcienczonej/nie rozcienczonej na 2 ml Gradisolu
G o gestosciach 1,073; 1,075; 1,077; 1,079; 1,081; 1,082; 1,084.
Probki wircwano przez rézne okresy czasu cd 15 do 40 mi-
nut w zakresie 80 g—350 g (wirdwka MPFW 2).

Izolacje przeprowadzano w temperaturze pokojowej. Do
badan uzywanc stozkowych probdwek szklanych o pojem-

$ci 10 ml badZ wiréwkowych probéwek szklanych o po-
jamnedcei 25 ml. Po wirowaniu uzyskiwano kozuszek limfo-
cytarny na granicy ohu faz. Komérki z interfazy z%ierano
pipaetg pasterowska 1 po trzykrotnym przeptukaniu w MEM
{wirowanie 80 g; 160 g) cceniano ich skiad iloéciowy w ko-
morze Thoma; sklad jakosciowy, ckreslajgc morfclogicznie
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rodzaj komoérek w rozmazie; zywotnosé testem z blgkitem
trypanu; odzysk poprzez wyliczenia w stosunku do war-
tosci wyjsciowych (liczba limfocytow we krwi obwodowej).

Uzyskane wyniki izolacji limfocytéw w gradiencie pre-
paratu Gradisol G o optymalnej gestosci poréwnywano
z wynikami izolacji w gradiencie preparatu Lymphoprep
1,077 (Nyegaard).

Aktywnos$é limfocytéw wyizolowanych w optymalnym
gradiencie preparatu Gradisol G sprawdzano ttb (15) z fito-
hemagliutyning o stezeniach 5 i 10 pg/ml. Odczytu dokony-
wano metoda morfologiczng.

Wyniki i omdéwienic

Najwiekszy odzysk i zywotnosé limfocytow izolowa-
nych zarowno od kréw ciezarnych, jak i owiec ciezar-
nych, uzyskiwano nawarstwiajac na 2 ml Gradisolu G
1,077 5 ml krwi rozcienczonej 1:1 w PBS 1 stosujac
wirowanie w tempraturze pokojowej w 300 g przez
40 minut. Wykazano lepsza przydatnos¢ probdéwek wi-
rowkowych stozkowych (tab. 1, 2). U krow cigzarnych
odzysk wynosil 60%, a u owiec ciezarnych 44,5%. Przy
takim postepowaniu uzyskiwano rowniez wysoka czy-
stos¢ izolowanych komérek ("o limfocytéw).

Czyistosé limfocytdéw izolowanych z krwi obwodowej
krow ciezarnych wynosila 96,5%. Podeczas izolacji lim-
focytow krwi obwodowej kréw ciezarnych w gradien-
tach Gradisolu G 1,073—1,079 uzyskiwano czysto$¢ od
98% (Gradisol G 1,079) do 96,5% (Gradisol G 1,077).
Za stosowaniem do izolacji limfocytéw krwi obwodo-
wej krow ciezarnych Gradisolu G 1,077 przemawia naj-
wyzszy odzysk komorek (tab. 2). Czystos¢ limfocytow
izolowanych z krwi obwodowej owiec ciezarnych w
gradiencie Gradisolu G 1,077 wynosita 99% i byla naj-
wyzsza (tab. 1).

Limfocyty wyizolowane w gradiencie Gradisolu G
1,077 i Lymphoprepu 1,077 wykazywaly w ttb aktyw-
no$é immunologiczna w zakresie od 20% do 80%,

Oceniany przez nas w niniejszej pracy polski pre-
parat Gradisol G ma nieco inny skiad niz wspomniane
powyze] zagraniczne preparaty (miedzy innymi Ficoll
zastgpiono dekstranem). Nasze badania wykazaly, ze
optymalna gesto$¢ Gradisolu G do izolacji limfocytow
krwi obwodowe]j kréw i owiec ciezarnych wynosi 1,077,

Tab. 1. Poré6wnanie odzysku, czystosci 1 zywotnosci limfo-
cytow izolowanych z krwi obwodowej owiec cieZarnych

Gestosé oy

Gradisolu G ’ O(éloz/zask (%o ﬁlzgfs;g S‘Eé )’ Zyvsgg;t;wsc
(g/ml) e yrow’ i
1073 | 1042+0,68 82,5 + 3,50 ‘ 96,0 + 1,40
1,075 [ 15252134 89,5 - 0,71 97,5 +£ 0,71
1,077 4450 £ 1,34 99,0 = 1,40 98,0 £ 0
1,079 | 24204028 95,0 = 1,41 97,5+ 0,71
1,081 22,65 * 4,60 95,0 0 94,5 + 0,70
1,082 11,83 + 0,70 ‘ 79,5 & 0,70 92,0 = 1,41
1,084 8,89+ 1,14 94,0 + 1,41 | 86,5 = 2,12

Tab. 2. Poréwnanie odzysku, czystosci i zywotnodci limfo-
cytow izolowanych z krwi obwodowej krow c1ezarnych

Grig?:gfﬁ G Od07ysk " ?zyfstosc Zyw{?/tnosc
(g/ml) (/o) (®/e lim; ocytow) /o)
1.073 46,10 = 33,5 97,5 = 0,70 9'?,(1 + 1,41
1,075 40,80 ~ 4,88 97.0+0 98,0 0
1,077 60,00 = 2,12 96,5 2,12 99,0 = 1,40
1,079 40,75 = 4,40 98,0 =0 99.0 + 1.40
1,081 21,78 _f_ 3,20 94,5 + 0,70 97,5 = 0,70
1,084 15, 35 = 11,80 89,0 £ 17,07 96,5 = 2,12

|
l

Gestos¢ ta jest rowniez optymalna dla izolacji limfocy-
tow krwi obwodowej ludzi (17).

Testem transformacji blastycznej stwierdzono zblizo-
na aktywno$é immunologiczng limfocytéw krwi ob-
wodowej krow i owiec ciezarnych, ktére izolowano w
gradiencie Gradisolu G 1,077 (Polfa-Kutno) i w gra-
diencie Lymphoprepu 7,077 (Nyegaard).

Nalezy stwierdzi¢, ze Gradisol G spelnia wszystkie
warunki skutecznej izolacji limfoeytéow krwi obwodo-
wej krow i owiec cigzarnych.
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kroskopu elekironowego i serologiczne wskazujace na udzial
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for an association with coronavirus infection). Vet. Rec. 128,
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Kal oraz surowice krow z 6 stad, w ktorych wystepowala
biegunka zimowa oraz od krow zdrowych poddano badaniu
w mikroskopie elektronowym oraz badaniom serologicznym
na obecnosé zakazenia koronowirusem. Badania przeprowa-
dzono w zimie 1987—1990., Syndrom zimowe]j biegunki cha-
rakteryzowatl sie ostrg biegunks, niekiedy z domieszka krwi,
trwajaca kilka dni, ktéra prowadzila do wyraZnego obnize-
nia mlecznosci. Smiertelnosé byta niewielka. U 90% chorych
krow wykazano obecnoéé koronowirusa Ten sam wirus
stwierdzono u 11 krow zdrowych. U 73% kroéw miano
przeciwcial neutralizujacych szcezep Mebus koronawirusa
wazrosto czterokrotnie w pordwnaniu do krow zdrowych.
U krow ze stad wolnych od biegunki zimowe]j nie wykazano
obecnodei koronawirusa w kale, za§ miano przeciwcial nie
wzrastalo nigdy dwukrotnie. Ponadto w jednym ze stad
zakazenia wywolywal rotawirus z grupy B.

G.



