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Miano przeciwcial HI w surowicach szczepionych zwierzat
wahato si¢ od 20 do powyzej 640. Po zakazeniu kontrolnym
samic ciezarnych, $rednia liczba mtodych, urodzonych od
Jednej samicy, wynosita 9,7, podczas gdy w grupie kontrolnej
warto$¢ ta byta réwna 5,4 (19, 22). Dane te pochodzg z ferm,
w ktérych jedyna udokumentowana przyczyna standw pato-
gennych ciazy 1 okresu okotoporodowego, byto zakazenie
parwowlrusowe.

Bliskie pokrewieristwo anlygenowe parwowirusa liséw nie-
bieskich 7z parwowirusem kotéw 1 norek (18, 19), uzasadniato
celowosc¢ uzycia wirusow heterologicznych do sporzadzenia
krajowych szczepionek doswiadczalnych. Badania wiasne wy-
kazaty obecno$¢ przeciwciat poszczepiennych u immunizo-
wanych liséw i norek, przy czym najwyzsze miana stwierdzono
w surowicach zwierzat szczepionych preparatami zawierajg-
cymi parwowirus norek. Wyniki uzyskane po zastosowaniu
szczepionki do§wiadczalnej byly poréwnywalne z otrzyma-
nymi w przypadku uzycia szczepionek referencyjnych Biovac
D i Nordent, uzywanych w Skandynawii do immunoprofilaktyki
zakazen parwowirusowych u lisdw. Skutecznosé szezepionek
doswiadczalnych moze by¢ jedynie ocentona w szerokich do-
Swiadczeniach terenowych, ktdre zostana zakoriczone latem
1995 r. 1 beda przedmiotem kolejnej publikacji.
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Summary

Comparison of selected immunological parameters in
silver and polar foxes

The aim of the work was to compare selected
nonspecific immunological parameters in silver and
polar foxes. It was found that out of three mitogens
(Con A, La and PWM) only Con A stimulated the
strongest lymphocyte proliferation in both species of
foxes. Mean stimulation indices and the absolute
values of incorporated thymidine were significantly
higher in polar foxes. The average percentages of
phagocytes and the fatal indices of neutrophils were
comparable in both species of foxes, while the mean
value of the phagocyte index was much higher in the
silver fox. However, in polar foxes a higher concen-
tration of lysozyme in the blood serum was found.
The differences in the parameters may influence the
susceptibility of these foxes to some infections already
at the level of nonspecific primary response.

W hodowli liséw od szeregu lat prowadzona jest stata
selekcja majaca na celu uzyskanie najbardziej pozada-
nych cech uzytkowych lub nowych odmian. W selekcji
tych zwierzat nie brano dotychczas pod uwage wrodzone|
i nabytej odpornosci na choroby zakazne. Rozwdj biologii
i genetyki molekularnej umozliwit wykazanie polimor-
fizmu biatek surowicy krwi liséw réznych odmian (4,
7, 10). Biatka te uwazane sa jako jeden z wielu gene-
tycznie uwarunkowanych czynnikéw wplywajacych na
podatnos¢ lub odpornos¢ na zakazenia (17).

Celem pracy byto poréwnanie wybranych parametrow
odpowiedzi humoralnej i komérkowej u liséw srebrzys-
tych i polarnych, u ktérych we wczeéniejszych badaniach
wykazano polimorfizm niektérych bialek surowicy krwi
(4, 10).

Materiat 1 metody

Zwierzeta doswiadczalne. Do badai uzyto 12 lisdw sre-
brzystych 1 12 polarnych w wieku 1-2 lat, w okresie przedubojo-
wym, . w pierwszej polowie listopada. Zwierzeta byty zywione
wedtug norm skandynawskich z uwzglednieniem dodatkéw
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mineralno-witaminowych oraz mialty staty dostep do wody.
Pochodzily z ferm wolnych od choréb zakaznych i inwazyj-
nych.

Izolacja limfocytéw i granulocytéw. Krew w ilosci 5 ml
pobierano z zyly dostopowej do jatlowych strzykawek z dodat-
kiem heparyny. wolnej od srodkéw konserwujacych, w ilosci
20 j/ml. Tzolacji leukocytow dokonywano poprzez wirowanie
krwi w gradiencie jednostopniowym wedlug metody opisane]
przez Ferrante 1 Thong (6). Nierozeiericzone prabki krwi na-
ktadano na gradient fikolu (Ficoll 400, Pharmacia, Uppsala.
Sweden) z_uropolina (Uropolinum 75%, Polfa) o gestoscl
1.095 g/em” i osmolalnosci 400 mm Os/kg | wirowano przez
30 minut przy 400xg w temperatwrze pokojowej. Doktadny
opis izolacyi leukoeytdw 7 krwi lisa podano we wezesniejszych
pracach (11. 12, 15). Po przeplukaniu komérki jednojadrzaste
zawieszano w phynie Eagle’a z dodatkiem antybiotyku., zas
komorki wielojadrzaste w plynie Eagle’a bez antybiotyku i
heparvny z dodatkiem 2% albuminy bydlecej i 0.2% glukozy
wostezeniu 3107 ml. Zywotnos¢ komorek kontrolowana za
pomoca barwienia bigkitem trypanu wynosita powyzej 95%.

Test proliferacji limfocytéw. Komdérki o stgzeniu koncowym
2% 10" ml zawieszano w podiozu Eagle’a z dodatkiem genta-
myeyny (20 ug/ml) i 10% maktywowanej surowicy homologicz-
nej lub plodowej surowicy cielgeej (FCS, Serva). Mikrohodowle
0 objetosci 0.2 ml prowadzono w plastikowych mikroplytkach
o okraglym dnie (Sterilin, England). Jako mitogendw uzywano
konkanawaliny A (Con A, Pharmacia). leukoaglutyniny (LA,
Pharmacia) i wyciaeu ze szkartatki amerykanskiej (PWM. Gib-
¢o). Stezenia wyjsciowe wynosity 20 ug dla Con A1 LA oraz
rozcieticzenie 1:50 dla PWM. Poszezegdlne mikrohodowle na-
stawiano potrdjnie. Mikroptytki inkubowano w temperaturze
39°C przez 48 godzin w powietrzu wilgotnym zawierajacym
5% CO2. 6 godzin przed zakoﬁczcnicqw inkubacji do kazdego
mikrodotka dodawano 1 uCi (37 kBq) H-tymidyny (UVVVR,
CSSR). Nastgpnie komarki hodowli zbierano na filtrach 7 wlokna
szklanego phuczac kazdy mikrodolek 3-krotnie woda destylo-
wana. Filtry wraz z komdrkami suszono w temperaturze 60°C
przez 1 godzing. Pomiaru radioaktywnosci dokonywano w
liczniku scyntylacyjnym Beckmana (LS 5000 TD. Beckman).

Odczyn fagoeytarny. Zdolnos¢ pochtaniania przez neutrofi-
le okreslono w stosunku do bakierii wzorcowego szezepu Stap-
hvlococcus aureus Oxford 209P, wedtug metody opisanej
uprzednio (15). Wyniki przedstawiono w postaci procentu ko-
marek fagocytujacych oraz indeksu fagocytarnego.

Odezyn zabijania. 0,2 ml oczyszezonych granulocylow o
aestosei 10x107/ml podloza Eagle’a z dodatkiem 109 surowi-
cy homologicznej inaktywowane] mieszano z rowna objetoscia
zawiesiny gronkoweow o gestosei 6x107/ml. Hodowle inkubo-
wano przez 2 godziny w 39°C. Kontrolg odezynu stanowita
zawiesina bakterii oraz plyn Eagle’a z dodatkiem surowicy.
Proces zabijania przerywano przez inkubacje hodowli w tazni
lodowej przez 15 minut. Granulocyty lizowano w 4°C przez 5
minut 0.5% wodnym roztworem tritonu (Triton-X 100, Serva).
kiory dodawano do testowanej micszaniny w ilosci 0.2 ml.
Nastepnie posiewano po 0.2 ml zawiesiny na stale podioza
agarowe z dodatkiem 5% Kkrwi barana (po 3 plytki na kazde
rozeienczenie) i inkubowano przez 24 godziny w 37°C. Po
inkubacji liczono kolonie bakterii na poszczegdlnych plytkach.
Aktywnosé hajeza granulocytéw wyrazono w procentach. kio-
ry obliczano wedfug wzoru:

grednia liczba kolonii w probie badane) % 100
srednia liczba kolonit w Kontroli

Test redukeji blekitu nitrotetrazoliowego (NBT). Test NBT
wykonano wedtug metody Parka i wsp. (18) w madyfikacji
wlasnej (15) w dwu wariantach: spontanicznym i stymulowa-
nym. Wyniki testu NBT wyrazono w procentach komdrek
wykazujacych obeenosé formazanu NBT w 100 kolejno liczo-
nych neutrofilach. '

Wszystkie uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej
przy pomocy testu jednoczynnikowej analizy wariancji.

Wyniki i omdwienie

Wyniki odpowiedzi proliferacyjnej limfocytéw krwi obwo-
dowej liséw srebrzystych i polarnych stymulowanych mito-
genami Con A, LA i PWM ilustruje ryc. 1. Jak wynika z
zawartych w niej danych, najsilniej stymulowala limfocyty
obydwu odmian lisow Con A. Srednie indeksy stymulacji
byty istotnie wyzsze u liséw polarnych, co stwierdzono nawet
w stezeniach 5-krotnie nizszych od optymalnego. Odpowiedz
proliferacyjna po stymulacji LA i PWM byta istotnic wyzsza
réwniez u liséw polarnych, tak w zakresie wielkoSci indeksow
stymulacji jak i bezwzglednych wartosciach inkorporowanej
tymidyny. U liséw polarnych istotnie wyzsze wskazniki pro-
liferacji limfocytéw pod wplywem uzytych mitogenéw ob-
serwowano w obecnogci w podtozu surowicy homologiczne),
patomiast u liséw srebrzystych przy uzyciu surowicy ptodowej
cielecej (ryc. 2). Podobne réznice zaobserwowano w odnie-
sieniu do proliferacji spontanicznej (ryc. 2).

Wskazniki nieswoistej odpornosei przedstawiono w tab. 1.
U liséw srebrzystych i polarnych odsetek komérek fagocytu-
jacych byt zblizony, natomiast srednia wartos¢ indeksu fagocy-
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Ryc. 1. Poréwnawcze wyniki odpowiedzi proliferacyjnej limfocytéw krwi
lisa polamego i srebrzystego w zaleznosci od rodzaju i stgzenia mitogenu
a — lisy polarne, b — lisy srebrzyste
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Ryc. 2. Wplyw surowicy na spontaniczna i stymulowang mitogenem proli-

feracje limfocytéw krwi lisa polarnego i srebrzystego
a — lisy polarne, b — lisy srebrzyste
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Tab. | Pordwnawcze wyniki odpornosci nieswoistej liséw srebrzystych i polarnych (n = 3)

‘ % komorek Lizozym NBT
¥ IF
| fagocytujacych I e mg/L NBT stmulowany
Lisy srebrzyste | T —
‘ 52.6%1.3 | 14,8+0.5% 90,2+0,9 4,240,3% 29.5£4.7 56,1£2.2
(46-62)** ‘ (12,2-17.8) (82,9-93,6) (2,5-6.0) (7-63) (25-90)
| 56,1£2.2 11,740.9% 86,8422 6,4£0,7* 29,1+0.8 64.65.2
Lisy polarne
(42-69) | (6.3-15.3) (68,8-94.9) (3-12) (10-50) (26-89)

Objasnienia: IF — indeks fagocytarny, TB ~ indeks zabijania, *
podano wartosci minimalne i maksymalne.

tarnego byla istotnie wyzsza u liséw srebrzystych. Aktywnosé
bdjeza neutrofili oraz odsetek komérek redukujacych NBT
byly podobne u obu badanych odmian, natomiast stezenie
lizozymu byto Istotnie wyzsze w grupie liséw polarnych.

Wrodzona oraz nabyta odpornosc organizmu uwarunkowana
Jest przede wszystkim jego genotypem (8, 17, 20). Mechanizmy
odpowiedzialne za obrong organizmu zwierzgcego przed za-
kazeniem mozna ogdlnie podzielié na lrzy grupy. Pierwsza z
nich sa bariery anatomiczne i [unkcjonalne réznego typu.
Kolejna grupe stanowia komdrkowe (neutrotile, makrofagi
komorki NK) i humoralne (naturalne przeciwciata, properdyna,
dopetniacz, lizozym, system cytokin, biatka ostrej fazy) czyn-
niki odpornosci nieswoistej. Sprawnos¢ oraz harmonijne
wspotdziatanie tych mechanizméw warunkuje uruchomienie
odpowiedzi immunologicznej w wyniku zakazenia naturalnego
lub szczepien ochronnych (8). Badania wtasne wykazaly
wyrazne roznice w zakresie badanych parametréw odpornosci
nieswoiste] lisow srebrzystych i polarnych. U obu odmian
najsilniejsza odpowiedZ proliferacyjna limfocytéw stwierdzo-
no po stymulacji Con A. Stanowi to potwierdzenie wcze$niej
uzyskanych wynikow, 17 u lisdw hodowlanych mitogenem z
wyboru do stymulacji nieswoistej proliferacji limfocytéw jest
Con A (13, 14). Istotnie wyzsze indeksy po stymulacji wszy-
stkimi uzZylymi mitogenami stwicrdzono u liséw polarnych.
Dotyczyto to zaréwno wielko$ci indeksu stymulacji jak 1 bez-
wzglednej ilosct inkorporowanej tymidyny (ryc. 1). Wiele
czynnikow natury fizycznej, chemicznej i biologicznej wy-
wiera modulujacy wptyw na ilos¢ tymidyny inkorporowane]
z podtoza (2, 13, 14). W badaniach wtasnych stwierdzono.
ze 1stotny wplyw na aktywnosé proliferacyjng limfocytéw ma
rodzaj surowicy zawarte] w podtozu. Réznice te dotyczyty
tak proliferacji stymulowanej jak i spontanicznej (ryc. 2).
Wedtug danych pismiennictwa (1, 3, 5, 16, 19, 20) odpowiedz
proliteracyjna limfocyléw na mitogeny jest uwarunkowana
genelycznie 1 nie zalezy od proporcji limfocytéw T i B oraz
fazy S podziatu tych komérek. Dia uzyskania miarodajnych
i powtarzalnych wynikow konieczny jest jednak dobér odpo-
wiednich komponentéw i ustalenie optymalnych warunkéw
wykonywama testu proliferacji in vitro.

U liséw srebrzystych stwierdzono istotnie wyzsze indeksy
lagocytarne natomiast aklywnosé béjcza neutrofili byta po-
dobna u obu badanych odmian. Mozna domniemywad, ze
zaobserwowane réznice w zdolnosci fagocytarne) moga byd
wynikiem genctycznie uwarunkowanych cech btony komér-
kowej ncutrolili (8, 16), a szczegdlnie liczba dostgpnych re-
ceptorow Fe i C na ich powierzehni, czy tez réznej zawartosci
opsonin lub substancji hamujacych fagocytozg w surowicach
badanych odmian liséw (15, 17).

- réznice statystyczne istotne przy p < 0,05 w badanych grupach, ** — w npawiasach

W przeprowadzonych badaniach wykazano u liséw polar-
nych istotnie wyzsze stezenie lizozymu, niz u srebrzystych.
Zgodnie z pogladem Miillera i Brema (17) moze to sugerowacd,
iz nizszy indeks fagocytarny u liséw polarnych jest kompen-
sowany akty wnoscig (wyzszym poziomem) lizozymu. Stwier-
dzone réznice w zakresie badanych parametréw (wskaznikéw)
moga ewentualnie rzutowac na zréznicowana podatnosé te-
stowanych odmian liséw na niektére zakazenia, juz na poziomie
odpowiedzi nieswoistej pierwotnej (17). Warto podkreslié, ze
w toku wieloletnich badan terenowych zaobserwowano zna-
cznie mniejsza wrazliwosé na trychofitoze lisow srebrzystych
w poréwnaniu do polarnych. W tych samych fermach i przy
identycznym zywieniu wskazniki zachorowalnos$ci liséw sre-
brzystych byty 3—4-krotnie nizsze, niz polarnych (21, 22). 7
kolei lisy srebrzyste sa bardziej podatne na zakazenia bakte-
ryjne zwigzane z przypadkowymi urazami skéry czy tez biony
Sluzowej jamy ustnej przez odtamki kostne karmy. Przedsta-
wione w niniejszej pracy dane wskazuja, ze w selekcji ho-
dowlanej, niezaleznie od oceny cech uzytkowych, moga by¢
wykorzystywane wyniki badari nad odpornoscia poszczeg6l-
nych odmian liséw hodowlanych.
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