
L,Iedvc,vna Wet. 47 (9) 1991 42]-

1.

2

3.
1.

6.

7

3.

9

piśniennictrl<l

ls R, M,, BaLLman D, E, Cx.pLLCo A v, Goo1lman C, T,ker H A: En.ioclinolog]r 10i], 23, i93].
s R, i4, BduTLa.n D, E., Goo{lnl,n {} T, CaPuCo A v,er H. A,: EndocIino]ogy 1c9,31, igtj1.Duszd L , I<rzljmouska FJ j J. ąepl cci. Fef t. 57, 511, ] 979

Duszl, L, I<rz,Jmor)sLia H.; J. Ęeprod. Felt. 61, 131, 19Br.

I<en{j,l,LL J. Z,, Richat|is G E , Shin L, .ĄI , _l-clrżs ?' S : The-Iiogenoioey 17, 6?i, 1982.
Kotuica J , Krzulnouskż T,, Dębek J j },ted_vcyna wet. -?4, 118,
1978.
L_e_uis A. J, Speer |J C, Hdu]ht D C: J. Anin. Sci. 4?, 634,
1978.
NtchTei,"neT R. a, GeTcża M C , Gżnt|leT o. J: Am J. vct.
R,eS.33,:]439,1372.

i0" I{g.]),felner R F., Ginther o J.: Am. J. vet. ReS. 35, 619, 19?4.

12 P i{., Baumai7 D. E., AgerEaarci N., Akers R, M; Domeslic
A Endocf. 4, 279, 1987.

13. sŁ?L R P , Frżesen 17 G: Ann. Rev. Physiol. 42, 33, 1980.
14. smżth B B , WcLgTer 14r c ; Science 224, 605, 1984.
15. .smill1 B, B, Wagner ,ń/ c,: Am. J Vet. ReS. 46, 1?5, 1985.
I5. TdTel,ne ]\i., Dc.Je.s i\,!., B)adshau J. 1\/I. C., Dżeleman S, J,

wżLLem.se A. H., PClter D. C.: J. Replod. FeTti],.65, 85, 1982.
11. "łdle|lle !vI., V,IiLLelnse A. H , Dielemon s J., EeTeIs M ] Aninr.

Repfod. Sci. i.:]3?, i,qi8i19,79.
78. vL',e C T , wagne\ I"V C ; Theriogerloiogy 15, 53?, 1981.

AdIC,c ia: doc df hab Luiza DuSZa, u1. Kaliningradzka 59,/1?,
1c-437 oLs

KRZYSZTOF ANUSZ, MAGDALENA ZALtrSKA, BOHDAN KOWALSKI,
JERZY JĘDRYKA, JERZY KTTA

lzoloeio lirnfocytów krwi obwodowei krów i owiec
cięzornych w grodiencie Grodisolu G
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Izolacja czy§tej popuiacji liirrfocytów jest podstarvo-
\Ąlyin r,/,,Iarunkiem do przepro nla{j.zania szeregu badań
immunologicztl;rch u ]udzi i zro,rierząt, rrriędzy innymi
tes|u transforrnacji blar:tycznej, który stcsuje. się do
ocen3r zdolrrości linifocyiólł, do podjęcia funkcji obron-

stycznej (ttb) bada się aktyl,vność 1imfocytów krwi ob-

Lymphopaquc itp.), Wyl<azano, że do izolacji limfocy-
tów należy trżywać 1ico]u o gęstości optymalnej dia
danego gatunku np. dla bydła 1,0??-1,0B4 (10, 16).

U samic ssaków naczelnych i w mniejszym stopniu
s:mic ssakó-w hodowlarrych rł, okresie poprzcdzającym
poród lvystę.ouje ciążow5: zespół nie.lo'ocrów immuno-
logicznych. Między innyrrri siw-ierdza się obniżenie ak-
tywności imrnunologicznej limfocytółv T krr,,ii obwo-

'WeteIynaryjnego sGGW-AR,
i]3- 849 Wa} sZa\\,a

dowej (1, 2, 3, 4, 5, 7, B, 9, 10, 11, 72, 13, 14, 16). Labo-
ratoria weterynaryjne powinny mieć możlirvość wy-
konania badań stanu odporności samic ciężarnych oraz
wc r,vszystkich innych przypadkach, kiedy z:,vierzęta
poddarre zostały warunkom stresowyn,i, mogącym wy-
rvołać supre,sję układu immunologicznego. Zakres sto-
so.łania metod izolacji komórek układu immunologicz-
ncgo, będących podstawą dalszych badań stanu odpor-
ności zrł,ierzęcia, był w naszym kraju przez długi czas
ograniczony, ze względu na konieczność importowania
tr'icol1,,r Podjęcie produkcji preparatu Gradiso1 G po-
ził,ala na szersze stosowanie metod5, w 1aboratoriach
.r,leter_vna.ryjnych i medycznych, co jest ważne zarówno
dla diagncstyki klinicznej, jak i badań podsiarł,owych_

Celem pracy była ocena plzydatności preparatu Gra-
drsol G produkcji Kutnow,skich Zakłaclow Farmaccu-
t},cznych do izolacji limfocyiów ]<rwi obrvodolvcj cię-
żarr-iych królv i orviec oraz określenic cptyrnalnych gra-
cr,ientórv pr"eparatu do izolacji iimiccyLórv krwi obwodo-
-.\,CJ.

Materiał i metody
T(rer,v żylną do badań pobrano od 50 ]<rónl ciężarnych lv

r,,li:ku 3-4 lat i 50 cwrec cięźarn]/ch lv rłlieku 2 lat.
lVyprcdukorvaly przez Iś_Z:',,PoJfa" plepa,ra_t Gradisc1

G rv rcztrł,orze r.vcdnym za.viera 2E$/o uropolir-:y (753/g ne-
glumine diatrizate) i 5,50/o dekstranu 20i.} Ci]0 6,1vł lv'}.

W c:Iu spralvCzenia cptymalni,ch rvarunlrov.l izclacji 1im-
focytólv, w- pi".rrvszej fazie krew rozci:l';czaro za pomocą
PBS (Eiomed) rv siosunku 1:1, Ł,ądź pczosta-wiano nie roz-
ci:ńczrną. Ta',< ptz.7gatowarrą }<tew na,łarstwia.no na_s'ięp-
ni: n:_ testorvany Grarii:,_.i G r,v ilości 10 ml krl-",i lczcień-
czonej/nie rozcieńczonej na 4 ml Gradisolu G lub 5 ml
krwi rozcieńczonej /nie rozcieńczonej na 2 ml Gradisolu
G o gęstościach 1,073; 1,075; 1,07?; 1,079; 1,081; 1,082; 1,0B4.
irróbl<i l.rirowano przez tóżle okresy czasu cd 15 do 40 mi-
nut lv zakresie 80 9-350 g (r.virółvka MPW 2).

Izolację przeprowadzano w temperaturze pokojowej, Do
badat'r uż]iv-uanc stożko,"vych proból,.zek sz]rlanych o pojem-
ności 10 lnl 'cądź wirór,vko,,vych probórvek szklanych o po-
j:mności 25 m1, Po wirofi,aniu uzyskiwano koż,.tszek lirnic-
cł,talny na gre,nic;z c]lil faz. Komórki z interiazy zlierano
pipetą pasterowską i po trzykrotnym przepłukaniu w MENI
(-wirowanie 80 g; 100 g) cc3nianc ich s]<ła,C iiościo-wy w ko-
rllorze Thoma; skład jakościcrvy, określając morfclogicznie



Iodzaj komórek w Toznlazie; żywotność testem z błękitem
trypanu; odzysk poplz"z wyliczerria w stosunku do war-
tości wyjściowych (1iczba limfocytów we krwi obrvodowej),

Uzyskane wyniki izolacji limfocytów w gradiencie ple-
paratu Gradiso1 G o optymalne j gęstości porównywano
z wynikami izolacji w gradiencie preparatu Lymphoprep
1,077 (Nyegaard).

Aktywność 1imfocytów wyizolorvanych w optymalnym
gradiencie preparatu Gradisol G sprawdzano ttb (15) z fito-
hemaglutyniną o stężeniach 5 i 10 |rg,'ml. OCczytu dokony-
wano metodą morfologiczną.

Wyniki i omówienic

Największy odzysk i żywotność lim.focytów izolowa-
nych zarówno od krów ciężarnycl-r, jak i owiec ciężar-
nych, uzyskiwano nalvarstr,viając na 2 ml Gradisolu G
I,077 5 ml krwi rozcieńczonej 1:1 w PBS i stosując
wirowanie w tempraturze pokojou,ej w 300 g przez
40 minut. Wykazano lepszą przydatność probówek wi-
rówkowych stożkowych (tab. 1, 2). U krów ciężarnych
odzysk wynosił 660/o', a u owiec ciężarnych 44,5ol0. PIzy
takim postępowaniu uzyskirvano równiez wysoką czy-
stość izo]owanych komórek (0/o limfocytorv).

Czylstość limfocytów izolowanych z krwi obwodowej
krów ciężarnych wynosiła 96,50/o. Podczas izolacji lim-
focytów krwi obwodowej krów ciężarrrych rv gradierr-
tach Gradisolu G 1,073-1,079 uzyskirvano czystość od
9B0/o, (Gradiso] G 1,079) do 96,50/o (Gradisol G 1,077),
Za stosowaniem do izolacji limfocytów krwi obrvodo-
wej krów ciężarnych Gradisolu G 1,077 przemawia na j-
wyższy odzysk komórek (tab. 2). Czystość limfocytów
izo1olvanych z krrx,i obwodowej owiec cięzarnych lv
gradiencie Gradisoiu G 1,0?7 wynosiła 990io i 5y1" ,rur-
lvyższa (tab. 1).

Limfocyty wyizolowane w gradiencie Gradisolu G
1.077 i Lymphoprepu 1,077 rvykazywały w ttb aktyw-
ność immunologiczną w zakrelsie od 209la do B00/o,

Oceniany przez r'as rv niniejszej pracy polski pre-
parat Gradisol G ma nieco inny skład niż wspomniane
powyżej zagraniczne preparaty (między innymi Ficoll
zastąpiono dekstranem). Nasze badania wykazały, że
optymalna gęstość Gradisolu G do izolacji limfocytów
krwi obwodowej krów i ow-iec ciężarnych wynosi 1,077.

Tab. 1. Porównanie odzysku, czystości i żywotności limfo-
cvtów izolowanych z krwi obwodowej owiec ciężarnych

Gęstość ta jest również optymalna dla izolacji limfocy-
tór,v krwi obwodowej iudzi (17).

Testem transformacji biastycznej stwierdzono zbliżo,
ną aktywność immunologiczną limfocytów krwi ob-
wodowej krów i olł,iec ciężarnych, które izolowano w
plradiencie Gradisolu G I,077 (Polfa-Kutno) i w gra-
cliencie Lymphoprepu 7,0"i7 (Nyegaard).

Należy stwierdzić, że Gradisol G spełnia wszystkie
,"varunki skutecznej izolacji iimfocytór,v krrvi obwodo-
rvej krórv i owiec ciężarnyclr.
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Kał oraz surowice krów z 6 stad, w których występołr,ała
biegu:nka zirno,wa oratz od krów zdrowych poddano badaniu
w mikroskopie elektroł:to-wyrfl oIaz badaniorn serologicznyrn
na obecrrość zakażenia koronowi. usem. Badania przeprowa-
dzono w zimie 1987-1990. Syndrorn zimowej biegunki cha-
rakteryzował się ostrą biegunką, rriekiedy z domieszką krwi,
trvlają kilka dni, która prowadziła do wyraźnego obniże-
rria ł:nl zności. Śmierteliność była niewielka. U 900/o chorych
krów wyka,zano obecność koronowirusa Ten sarn wirus
stw]ierdzono u 1l1 króv.z zdrowych. I] 730lo krów miano
przeciwciał neutralizu jących szczep Mebus koronawirusa
lvzrosło czterokrotnie w porównaniu do krów zdrowych.
U krów ze s,tad wolnych od biegunki zimowej nie wykazano
obecności koronawirusa w kale, zaś rniano przeciwciał nie
wzr:astało rrigdy dr,r,ukrotnie. Porradto w jednyrn ze stad
zakażenia wywoływał rotawirus z grupy B.

16

10,42 + 0,68
75,25 + |,34
44,50 + I,B4
24,20 + 0,2B
22,65 + 4,60
11,83 + 0,70
8,B9 + 1,14

+ 3,50
+ 0,7I
+ 1,40
+ I,4I
t0
+ 0,?0

96,0 + 1,40
97,5 + 0,?1
98,0 + 0
97,5 + 0,71
94,5 + 0,?0
92,0 + 1,41
86,5 + 2,12

82,5
89,5
99,0
95,0
95,0
79,5
94,0 + 1,41 ] 86

Tab. 2. Porównanie odzysku, czystości i żywotności limfo-
cytów izolowanych z krrvi obwodowej krów ciężarnych

"s3i§ffi 
. l odnzYsk | ^, c"ystose . .l żywotność

(s/ml) ; " 
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|(0/c 
limfocvtów), (o/o)

".?ffjjff " l .tóilin 
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1,073
1,075
I,077
1,0?9
1,0B 1

].,0B2
1,0B4
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