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Pemanrok K. — IlonmeiTKa yJaydqllI€eHMA PACUO3 1aBRHUA
Bappo3a y MEJOHOCHON IyeJIkI.

PazpafoTray mpocTolt MeTOa MCCAenOBaHUA IIHEN OT-
HOCUTEJBHO Bappo3a, B 5TOM MeTome MCIOIB30BAHO
U3BECTHOE SABJCHME BIMAHMH II0BLIILIEHHON TeMIepa-
Typel (42—44°C) gna  emowTanHoro ocTaBIeHuMs V.
jacobsoni xo3seB. PacmozuaBanme uuBazuu V. jacob-
soni y m4es, a MpPekae BCETO ONPEeNeIeHVe ee MHTEH-
CMBHCCTU 3aRJIIOYaeTCA B BbIIOJHEHWU CIIe Oy OIImMX
AeViCTBMI: 1) ycbMINeHuMs muesn B ILIACTMACCOBOM Me-
woyke uan Ganmouke xuopodopmoM wuau sdhupom, 2)
HNEePEChITAHUA YCBHIIEHHBIX IIYeT B KDYIIHVIO IIjJac-
T™MHKY IleTpy ¥ IOAOTPeRaHMA uX MO TeMIepPaTypb
42—44°C 4—6 MuH. TION JAMIION (M3IYIMUTEND), 3) Te-
pexHoca mue)I B KIOBET C COTKOHM, 4) IOTPAXUBAHMA
mJyeyJaMu B KIOBETe, 5) U3BATUA CeTKM U3 KIOBeTa,
BBICHITIAHUA ITYEJI HA CTOJI M TepecdeTa uX, 6) mepec-
"eTa MapasuToB, CCTABIMMXCA B cocymax (ImacTMacco-
Bble MeNrodkyl, BAHOUKM), 4 TaKXKe Ha IIAUTKE KIOBETA.

ZYGMUNT CYGAN, JANUSZ WIERCINSKI,
IRENA BARCZ, ANDRZEJ KROL

7) moacYeTa IIPOLIEHTA 3apaikeHusd MCCielyeMbIX IIdel
no dhopmye:

uncao V. jacobsoni X 100
YYCII0 MCCISN0BAHHBIX TTYes

x 0=

Romaniuk K. — A f{rial of the diagnosis of Varroa
disease in the honey bee.

The author elaborated a simple method of the
diagnosis of Varroa disease in bees. In the method
was exploited the influence of a high temperature
(42—44°C) on a spontanic leaving of bees by Varroa
jacobsoni. The diagnosis of the disease in bees, and
especially the determination of its intensity was per-
formed in the following manner: 1, anaesthesia of
bees with chloroform or aether in a plastic bag or
in a jar, 2. transfer of anaesthetized bees into a large
Petri dish and their heating up to 42—44°C for 4—6
minutes under a lamp, 3. transfer of bees into a cu-
vette with a bottom screen, 4. Agitation of bees in
cuvette, 5. taking out of a screen from a cuvette,
pouring out of bees on a table and their counting,
6. counting the number of parasites in a plastic bag,
in a jar, and in a Petri dish and in a bottom of a
cuvette, 7. calculation of a percent of infestation of
bees according to the following formula:

number of Va. jacobsoni X 100
number of examined bees

x%h=

Lokalizacja znakowanych “C glukozg antygenéw P. acnes

w narzagdach myszy

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Stowicza 2, 20-336 Lublin
Centralne Laboratorium Aparaturowe AR, ul. Akademicka 13, 20-033 Lublin

Antygeny beztlenowcéw P. acnes (APA)
wzbudzaja wyjatkowo duze zainteresowanie ze
wzgledu na aktywno$¢ immunostymulacying
(1, 2, 9, 26, 39, 52) i dzialanie przeciwnowo-
tworowe (8, 34, 51), wykazywane na rdéznych
modelach przeszczepialnych guzéow zwierzecych
(10, 31, 43, 53) oraz sprawdzane w probach
terapii zloS§liwych nowotworéw czlowieka (12,
17, 23, 33). Stymulacyjny wplyw APA, na
niektére parametry odpornosci, zostal juz w
znacznej mierze poznany (11, 15, 18, 19, 29, 30,
32, 49). Natomiast niewiele dotychczas wiado-
mo na temat rozmieszezenia antygenéw P. ac-
nes (APA) w organizmie, zwlaszcza przy rozi-
nych drogach ich wprowadzenia. Przesledzenie
lokalizacji APA ma znaczenie dla lepszego po-
znania mechanizmu immunos{ymulacji warun-
kowego, w znacznym stopniu, predylekcjs tych
antygendw do rdznych narzadéw., zwlaszeza
zasobnych w komérki odpornosci specyficznej
1 niespecyficznej.

W zwiazku z powyzszym celem badan wlas-
nych bylo okreSlenie — przy réznych inter-
walach czasowych — lokalizacji znakowanych
14C glukozg antygenoéw P. acnes w organizmie
myszy, przy dozylnej, dootrzewnowej i pod-
skornej drodze ich wprowadzenia. Realizacja
tego zamierzenia wymagala, juz na wstepie,
ustalenia warunkéw najbardziej wydajnego
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wykorzystania glukozy przez uzyty szczep
P. acnes, namnazany w opracowanym podiozu
polsyntetycznym.

Materiat i metody

Szczep. W badaniach uzyto szczep ,,IB 18” P. acnes,
wyosobniony ze zmian nekrotyczno-ropnych w watro-
bie gesi tuczonych (kolekcja ZHW Lublin).

Oznaczanie glukozy. Wykorzystanie przez bakterie
P. acnes (szczep IB 18) glukozy w pélsyntetyeznym
podlozu badano metodg antronows wedlug Bjornesjo
(6) z zastosowaniem aparatu typu Specord UV-VIS
(C. Zeiss, NRD).

Hodowla. Szczep bakteryjny namnazano w opraco-
wanym Wwe wlasnym zakresie, polsyntetycznym pod-
tozu, zawierajacym 0,1% poszczegélnych amino-
kwasow, tj.: arginine, treonine, chlorowodorek cystei-
ny, asparagine, seryne, tyrozyne, tryptofan, lizyne,
ornityne, histydyne, cystyne, fenylo-alanine, waline
i leucyne (Sigma Chemical Company, USA), uzupel-
nionym przez dodatek 0,1% Tweenu 80 (Koch-Light
Laboratories LTD. Colnbrook-Bucks, Anglia) i 0,3%
glukozy (POCH Gliwice), a poza tym 0,1% ekstraktu
drozdzowego (Difco USA) oraz 10 ug/ml hematy-
ny (Koch-Light Lab. LTD. Colnbrook-Bucks, Anglia).
Do gotowego podloza w objetosci 20 ml wprowadza-
no znakowana 1C glukoze o aktywnosci 3,7 MBq
(Radioactive, Praga, CSR), a nastepnie wsiewano 0,5
ml 48 godzinnej hodowli z podloza Wrzoska. Czas
namnazania bakterii w atmosferze N,:CO, (9:1) w
37°C wynosit 3 dni. Po tym czasie kulture odwiro-
wywano (4000Xg — 45 min.), a uzyskany osad bak-
teryjny przemywano 4-5-krotnie plynem {fizjologicz-
nym az do uzyskania akiywnosci supernatantu wy-
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noszgeej 8X10-1 Ba/ml. Wysuszony W 37°C  osad
przechowywano w 4°C.

Podawanie APA. Grupom liczacym po 2 myszy

wprowadzano dozylnie, dootrzewnowo 1 podskornie po
9 mg znakowanego APA (2,6 kBg/mysz) i po uplywie
1 i 5 dni zwierzeta usypiano eferem, po czym Wazoho
je, a nastepnie wypreparowywano badane narzady,
ktore poddawano liofilizacji.

Pomiary promieniowania o i f. Oznaczanie aktyw-
noéci promieniowania o i f przeprowadzano pPrzy
uzyeiu licznika ZR-16 (Polon), przystosowanego do
prowadzenia pomiaréw w geometrii 2x. Badane prob-
ki umieszezano w typowyeh naczyniach pomiarowych
i po zastosowaniu glowicy LPP-25 (Polon) oraz za-
silacza wysokiego naplecia ZWN-41 (Polon) dokony-
wano oznaczeh. Wyniki tych pomiarow, po odjeciu
wartoéci biegu wilasnego licznika, przedstawiano jako
procentows akbywnosé promieniowania poszczegol-
nych narzadéw i tkanek w stosunku do stwierdzonej
aktywnos$ci promieniowania calego organizmu myszy.

Wyniki i omowienie

Warunki okreslajace wykorzystanie glukozy
przez szczep P. acnes, w opracowanym podio-
7u, ilustruje rye. 1. Wynika z niej, ze zuzycie
glukozy — przy uzytych koncentracjach 0,3
i 0,5% tego substratu — bylo najwyzsze w 3
dniu inkubacji hodowli i wynosilo kolejno
43.5% oraz 25%. Podkre§li¢ przy tym nalezy,
7e w obu przypadkach stopiern namnozenia za-
razka by! podobny. Stad tez uznano, ze opty-
malna wydajnoscia wbudowania 1C gluko-
7y — w struktury antygenowe namnazanego
beztlenowea P. acnes — bedzie mozna osigg-
naé przy dodatku izotopu do podloza z 0,3%
glukozy, inkubowanym przez okres 3 dni.

Jﬂ-i podtoze
P 703% glukozy

w901
8 podéoze
\\i 304 7 05% glukozy
N 20

10 -

ob—— .

1 2 3 4 5 dni hodowli

Ryc. 1. Wykorzystanie glukozy w hodowli beztlenow-
cow P. acnes

Wyniki badain nad rozmieszczeniem APA
(znakowanie ,in vivo” ¢ glukoza) w narza-
dach i tkankach myszy przedstawia tab. 1. Za-
warte w niej dane wskazuja na lokalizowanie
sie antygenow P. acnes glownie w wezlach
chlonnych, w przewodzie pokarmowym, §le-
dzionie, watrobie i w plucach. Aktywnosc pro-
mieniowania a i p tych tkanek byla podobna
zaréwno po uplywie 1 doby od wprowadzenia
APA, jak i po 5 dniach. Wykazane najwyzsze
wartosci wynosily dla: wezléw chlonnych (,in
situ” iniekcji APA) 43,2% (5 dzien s.c), sle-
dziony 39,75% (1 dzier, i.p.), przewodu pokar-
mowego 38,8% (5 dzien ip), watroby 26,8% (1
dziea iv.) i pluc 23,05% (5 dzien, i.v.). Nato-
miast stwierdzona aktywno$¢ promieniowania
o i B w pozostalych badanych narzadach i tkan-
kach nigdy nie przekraczala 9%.

Na szczegblne podkreslenie zasluguje wyraz-

na korelacja rozmieszczenia APA w narziy-
dach zaleznie od drogi jego wprowadzenia my-
szom. Antygeny P. acnes przy dozylnym i do-
otrzewnowym podaniu Jokalizowaly sie — bez
wzgledu na interwal czasowy — glownie w
watrobie, $ledzionie, w przewodzie pokarmo-
wym i w plucach. W badanym wezle chlon-
nym wystepowaly w niewielkiej koncentracji
(2,95%—9,5% ogodlnej aktywnosci a i ). Na-
tomiast iniekcja podskérna APA wplywala na
gromadzenie sie antygenowego ,,depot” przede
wszystkim w regionalnym wezle chlonnym
(40,95% ogolnej aktywnosci promieniowania —
1 dzien oraz 43,2% — 5 dzien).

Tab. 1. Aktywnos$é promieniowania « i f zlokalizowa-

na w tkankach myszy po podaniu im antygenéw
P. acnes znakowanych 1C glukozg

Czas po wprowadzeniu APA
Badane 1 dzien | 5 dni
narzady s
i tkanki Droga podania APA
ip. | iw. | 8.0, ip. | iv. | s.e
Watroba 17,50 | 26,80 8,50 | 21,00 | 24,60 9.05
Sledziona 39,75 | 23,30 | 17,65 14,50 | 23,35| 595
Nerki 4,05| 4,40 590 2,50 0 2'80
Pluca | 7145|2245 520] 10,20 | 23,05 9,90
Przewo6d ’
pokarmowy 22,00 | 15,30 | 20,20 | 38,80 | 17,15 | 26,80
Wezel chlonny | 4,65| 2.85 40,95 520| 9,50 4390
Kosé udowa 2,80| 3,80| 4,90| 840( 290 305
Mieénie 1,65 0,80 5,00 0 0 0
Objasnienie: oznaczenia cyfrowe = aktywnos¢ promienio-

wania w %/mg tkanki (érednie wartoSci dla 2 myszy).

Dotychezas wiadomo, ze immunostymulacyj-
ny wplyw antygenéw P. acnmes polega na
wzroscie liczby komodrek immunokompeten-
tnych w takich osrodkach ich namnazania, jak:
wezly chlonne, szpik kostny, sledziona, watro-
ba i pluca (1, 15, 18, 31). Przeprowadzone ba-
dania wlasne z antygenem znakowanym C
glukoza wskazuja, iz lokalizuje sie on W tych
przede wszystkim narzadach. Pod tym wzgle-
dem uzyskano wiec potwierdzenie wezesniej-
szych badan Dimitrova i wsp. (16) oraz Scotta
(45) przeprowadzonych z uzyciem !*J, a takze
Bartha i Singla (3, 4) przy wykorzystaniu
9mTC czy tez Sadler i wsp. (44) stosujacych
antygen z SH-tymidyna.

7 ostatnich prac wynika, ze komérkami pro-
liferujacymi, po podaniu APA, sg granulocyty
i monoeyty (11, 18, 19), a takze makrofagi (26,
31) i limfocyty (9, 36). Poza tym podnosi sig
znacznie poziom lizozymu we krwi (2) oraz do-
chodzi do indukecji wytwarzania interferonu
(35).

W badaniach wlasnych stwierdzono selek-
tywne gromadzenie si¢ APA w narzadach, w
zaleznosei od drogi iniekeji. Bowiem przy sy-
stemowym (i.v. i i.p.) podaniu antygen lokali-
zowal sie gléwnie w narzadach zasobnych w
makrofagi (watroba, ptuca i $ledziona), pod-
czas gdy podskérne wprowadzenie powodowa-
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lo umiejscowianie sie APA w regionalnych
wezlach chlonnych, tj. w gléwnych centrach
limfatycznych (komérki zatrzymujace anty-
gen — makrofagi dendrytyczne i retykularne,
wg 48).

Obecnoéé silnie rozbudowanej tkanki limfa-
tycznej w jelitach, glownie w tzw. warstwie
»lamina propria” i w kepkach Peyera (5, 21),
moze tlumaczyé wykazang predylekcje APA
do przewodu pokarmowego. O jej mozliwos-
ciach funkcjonalnosei Swiadezy liczba 550 000
plazmocytow przypadajacych na 1 mm? ,lami-
na propria” (14). Wytwarzane immunoglobuli-
ny, zwlaszcza IgA, hamuja adhezje bakterii
1 wirusow do nablonka (20), zabezpieczajgc
przeciwzakazng ,szczelno$é” bariery jelitowej
(20) ciagle atakowanej przez znajdujace sie tu
w duzej ilosci zarazki (13).

Wykazane w badaniach wlasnych rozmiesz-
czenia APA w narzadach szczegolnie zasob-
nych w makrofagi tkankowe lub limfocyty, zda-
Je sig potwierdza¢ slusznos¢ pogladu Scotta
(46, 47) o stymulujacym wplywie antygenow
P_. acnes na mechanizmy odpornosci niespecy-
ficznej i specyficznej. Oddzialywanie to jest
wyJatkowo silne (26, 40) i dlatego zrozumiale
sta)g sie sugestie réznych autoréw o mozli-
WosCl uzycia antygenow P. acnes w terapii
niektérych schorzen przebiegajgcych z dys-
funkcjg odpornosci, wystepujaca w zakazeniach
bakteryjnych (28, 37), wirusowych (7, 41), a
takze w chorobach nowotworowych (27, 38, 42)
oraz jatrogenicznych (13).
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Ieran 3., Benuubckuit ., Bapu U., Kpyas A, — Jlo-
KaIu3anua Meudedblx HC riokKo30ii antTureHos P. acnes
B OpraHax MblIlIu,

iIpocneguny npM pa3HBIX MHTEPBAJAaX BPEeMeHM JIO-
Kaau3anuio Medenblx 4C rjaroko30y adTtureHoB P. acnes
(APA) B oprasax MblII}M IIPM BHYTMPBEHHOM, BHYTPU-
OPIOIIMHHOM M IIOLKOXKHOM MX BBelexHuu. Berynmurelb-
HO YCTAHOBMAM YCJIOBMA Hauboliee MPOAYKTUBHOIO
BKJIIOYEHUA M30TOoNa B AHTUTEHHBIE CTDyKTypPhl aHa-
9poba, HaAMHOXKMBAeMOTO B pa3paboTanHHol coOCTBeH-
YbIMM CMIAMM CIeUMaNbHOM IMUTATEeNbHON cpejge. Ilo-
Kazany OTYET/IMBYIO KOPPENAuuIo pas3Melnenus APA
B OpraHax B 3aBMCMMOCTM OT METOJa €r0 BBEAEHUMA.
Anrtureds! P. acnes npu BHYTPUBEHHOM J BHYTPUOpPIO-
(IMHHOM BBEJEHMM HAKOIJANMCH HE3aBUCUMO OT UH-
TepBaJia BPeMeHM TJaBHBIM 00pa3oM B HedeHM, cejle-
3eHKe, NMIIeBapPMTENbHOM TPaKTe M JEeTKuUX. B uccne-
IyEeMbIX JaUM@PaTUYIECKuUX Y3Jax II0ABIANMUCL OHU B
HeBONBIION KOHNeHTpamm (2,95—9,5% o6miell akTuB-
HocTu o u f3). ITogkoxuasa ke MHberuus APA Biauazna
Ha 3ajepKanue aHTUreHHoro ,depdt” mnpemxzpe Bcero
B pernonanbHoM JumcaruieckoM y3iay (40,95% obmiest
aKTMBHOCTM M3JIydenus B 1 gmeub u 43,2% B 5 geun).
Ha ocCHOBe MOJYyYEHHBIX pPe3yJAbTAaTOB IIPOIMNCKYTUPO-
BAHO BIMAHME aHTUTeHOB P. acnes Ha CTUMYJIALUIO
crenudUIecKOro M HECHeIMMUIECKOro MMMYHUTETA.

Cygan Z., Wierciniski J., Barcz I., Krél A. — Locali-
zation of P. acnes antigens labelled with 14C glucose
in internal organs in mice.

Localization of P. acnes antigens labelled with
UC glucose (APA) in internal organs of mice follo-
wing iv.,, ip. and s.c. injections was examined. It
was found a distinct correlation between APA in
internal organs and the route by which they were
given. P. acnes antigens after i.v. and ip. applica-
tion were found out independently on lapse of time
in the liver, spleen, alimentary tract and in the lungs.
In lymph nodes they appeared in low concentrations
(2.95—9.5% of general alpha and beta activity). In-
stead APA after s.c. injection accumulated in re-
gional lymph nodes (40.95% of general activity in the
first day and 43.2% at the fifth day). On the basis
of the results the authors discussed the influence of
P. acnes antigens on specific and nonspecific stimu-
lation of immunity.



