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Xnełrr,f Aocnopbl
Trichophyton verrtlcosurn

,{.na lrccłe4oaarrzń npv lłegrłnrł 6 no x<pe6lrro rrs-
6pannsrx II]TaMMoB T. verrucosum, KoTopL,Ie BbIceBa-
JI]4 KJIaccIłtrecKwM vI 4syxcnorżuslM MeToAoM Ha pa3-
JIltlHbIe mo4rQrraqnil [J,{TaTefiblroż cpeAbI Sabou-
rauda. JIer.re Bcelo nofiyqafirt Tiln]4qHble xJIaMI{Ao-
cnopbl Ha 6eccaxaprłoż nzraterrrHoń cpe4e Sabou-
rauda rł Ha II]4TeTaJIbrroż cpege Sabourauda, n xo-
Topofi rilIoxo3y 3aMe!]eHo arraJlorilqecK]4M KoJlr{qe-
cTBoM caxapo3b1. Bee,qerłme B III4TaTefisrlylo cpeAy
BMecTo IrIIoKo3bI raJIaI<To3bI vnll cop1wroJla TaKx{e
,rHAyqilpoBaJlo npoAKyq]4lo c[op, 1{o B orpaH]4qeHHoM
Kofi]4lIecrBe. B cpe7le c MaIIH]lToM xJlaMr{Aocnopbl IIo-
.EBJLEJIrlcb 

'I]4III 
r{3peAKa.

fleyxcłożnuft uero4 IIo3BoJIEJI o6Hapy)K]4Tb pocT
tpw6a tl o6pa3oBaHile xJlaM]4Aocnop y>Ke IIa 3 geru
wury5atluw, ToIAa KaI< KilaccrcecK]4ń l,rerog noceBoB
yAJIilIrffJI [poqecc Io 5-7 ArIeŻ.

IIonyueurrsre pe3yJIbTaTBI IIoKa3bIBaloT, !ITo xoT.fiT. verrucosum Mo)ł(eT HaMuox(aTbca rła cpege Sa-'lrourauda 6es rnrorogsl. To, oAHaKo, npaB]4JJbHoe ero
pa3BlT}4e fipol4cxo,qłT B cpeAe c rJIIoKo3oż.

lVarvrzkiewicz K,, Ziółkorvska G, -- Chtamytló§pores
of Trichophyton verrtrcostrnr

For examinations six strains of T. verrucosum,
chosen at random, were seeded accorditrg to c],assic
method and two-Iayer method on diff erent Sabou-
raud's modified media. Most easily typical chlamy-
dospores were achieved on Sabouraud's medium wi-
thout sugar and on the medium in which glucose
was Teplaced by analogous amount of sucr,ose. In-
troduction of galactose or sorbitol instead of glu-
cose also induced the production of spores though
in a limited number. In the medium with mannitol
chlamydospores appeared sporadicaily only. Two-layer
method enabled to observe the growth of the fungus
and chlamydospores production as soon as on day
3rd, while the classic method of seeding prolonged
this process to 5-7 days. The findings indicate
that T. verrucosum may be propagated on Sabou-
raud's medium without glucose but its characteri-
stic growth occurs in the presence of glucose con-
tained in that medium only.
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również wzlost monocytów krwi obwodowei,
które ,pełnią zasadniczą rolę w obronie prze-
ciwbakteryjnei (5). Pro,cesolvi aktywizacii rno-
nocytów i makrofagów towarzvszv ],Ą/ydziela-
nie pozakomólkowe Iizosomalnych enzyrnów,
przy czym lizozy,m uznano Za wyznacznik
sprawności głównie przeciwnowotworowei fa-
gocvtów (19). Stw,ieldzono ponadto, iż pobu-
,dzanie pTzez szczepy PA makrofagó-w ma po-
średnio bardzo duzy wpłvw na zwiększenie
się w organiżmie wyższyrn liczby komórek c5,-
totoksycznych NK (typu - natural killer) oraz
limfocytów T (tvpu - helper i CLT), jak rów-
nież K (15). Obecność tyclr elementów decy-
duie o spra\Mnej obronlie plzeciwnowotworowej
oraz przeciwbakteryinej, lzależnionej od me-
chanizmów swoistei i nieswoistei od,porności
kornór,kowe,i,

Wzbudzona przez P. ocnes o,dporn,ość chroni
przeciw niektórym z,akazeniom baktervinym
(6, 16) i wirusowym (B). Odnośnie działania
antywiruslowego zwrócono uwagę, że niektóre
szczepy PA, zwłaszcza t. I, maią właściwości
indukowania substancii o charakterze interfe-
Ionu, działającei inhibicvjnie na replikac-ię wi-
rusoĄvych kwasów nukieinowy,ch w kornórkach
zakażonego organizmu (6). Sugiyama i Epstein
(25) opisali ciekawe ziawisko styrnulacii pro-
liferacji ludzkich limfocytów T oraz iednoczes-

Bodonio nod wpływem uodpornionio bukotów inoklywowonq
formolinq zowiesinq szczepu Propionibocłerium ocnes
no kszlołłowonie się odporności lypu komórkowego*)

zakład Mikroblotrogii zootechnicznej Instytutu Biołogioznych P.o1dsta,W Hodqwli zwiqząt
Wydziału zootechnjrem,ego AR- ul. d,r Jlrdyma 12. 71-460 s]zczecln

z poznanych dotychcazs immunostvmulato-
rów, niezwvkle silną aktylvność wvkazuią bez-
tlenowce ,,maczugowce" P, acnes (l, 2, 3, B,
l0, 27), Według Adlama i Reida (2) podobnie
silną aktvwność wvkazuią także szczepy P,
aużdum (typ I i II), nieco mnieiszą natomiast
P, acnes typ II (ATCC 12930). Stwierdzono, iż
drobnoustroje te działaniem swoin ptzewyż-
szaią endotoksyny, a nawet lątki (10).

Antvgeny P. acnes (PA) mogą powodować
stvmulacię, 3_ w niektórvch plzypadkach su-
presię odpowiedzi irnmunologicznei, Dlatego
też działanie tych drolcnoustroiów określa się
terminem irnmunomodulac,ii (B). Mechanizm
ten nie został do końca wviaśniony. Zależv on
od wielu czynników, takich iak: gatunek oraz
szczep P r opżonżb act er żum, czas preimmuniz ac j i,
dawka immunostymulatora i antygenu, droga
podania oraz gatunku zwderząt użvtych do ba-
dań (13, 26).

Stwierdzono, że aktywność irnmunostymula-
cyjna (związana z glikopeptvdem, lipowielo-
cukrami oraz estrami 6,6'-L-treltalozv wvstę-
pującymi w komórkach P. acnes), manifestuje
się w organiźmie zwts,erząt wzrnożeniern ,plo-
Iiferacji makrofagów i aktywowaniem fagocv-
tarnych funkcji (1, 3, 15, 24). Powoduią one
i Fraca wylnonarra w ramach probtemu bad,awczego MR.II.

110, Kontrakt Nr 3-c-Iv.
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ne pobudzenie tych komórek do produkcji in-
terferonu. Stwierdzono również, że podanie PA
zwierzętom dotkniętvm plocesem nowotworze-
nia powodowało regresję pierwotnvch guzów
i hamowanie wtórnvch przerzutów (3, II, 22).

Brak jednoczesnycłr danych o oddziałvwaniu
tych bakterii na stymulację procesów odp,or-
nościowych u zwierząt z obiawami hipogam-
maglobulinenrii (p,owstałvmi w wvniku 16ż-
nvch scho,rzeń) otaz z zaburzeniami w zakte-
sie odporności kornórkowej, skłonił nas do pod-
ięcia takich badań.

Pierwszym etapem ba,dań było określenie
kształtowania się o,dporności typu komórkowe-
go bukatów immunizowanych szczepem Propżo-
nibacterźum acnes.

Matt,eriał i metody
Określenie poziomu aktywności irnrnunostym,ulacy j-

nej szczepu P. acnes przeprowa,dzlono na 15 bukatach
rasy ncb, klinicznie z,dr,owych, w wieku 8-10 mie-
sięcy, o wadze 1,60.---180 kg.

Do uodporrrriarria bukatów użyt,o inakltywowanej for-
molem szczepionki, przygotowanej z 4-dniowej ho-
dowli bulionowej szczepu P. acnes - CN 5,936, o gę-
stości 9 X 108 komórek,/rnl. Uż|ty szczetp pochodził
z kolekcji Wol]come Research Laboratories (Becken-
harn, UK), reprezentował on ustalone, wysokie właś-
ciwości immunostymulacyjne. Szczepionkę podawano
podskórnie w ilości 8 ml na sztulkę. Przed immutri-
zacją i po 21 ,dniach ord szczepienia przeprolvadzono
baciania, -w oparciu o wymienione testy, których ce-
J.em było określenie ,"łpływu styrnulacji na poziom
o,d,porno,ści komórkowej. W tym celu pobierano krew
żylną do proibówek z hepa,ryrrą (10 j./ml krwi). DIa
określenia poziomu aktywnych granuloc/tów obojęt-
nochłonnych za,slto§owano test fago,cytarny wg rneto,dy
Wrighta w moldy{ikacji Doleżala (7). Do 1 ml he-
parynowane j krwi dodawano po 0,5 ml zawiesiny
szczepu Staphglococcus aureus ATCC 25923 o gę-
stości komórek/tnł, p,o czyrn plzeprotva,dzano iłrkuba-
cję, w temperaturze 37oC ,przez 30 min. Po wiro,"va-
lriu żbierano koźuszek białych krwine,k i wykolly-
wano ro,zmazy na szkiełkach podstawowych. W pre-
paratach, po wyharwieniu moto,dą Gie,mzy, Iiczono
100,g,ranłr1o,cytów o,bo,jetnochłonnych, określając licz-
bę HaIrn;bur,gera i indek's fag,o,cytarny Wri,ghta. Jed-
nocześnie okre,ślano aktywność enzymaltyczną grarnu-
locytów olbojętnochłonnych przy pomocy redukcji błę-
kitu nitrdterazoliowego (NBTIZO).

Mie,szaninę heparynowanej krwi z 0,20ń roztworem
NBT inkubowano 30 min. w ternpera,trurze 37oC, a na-
stępnie wykonywaino Iaz[nazy, które barwiono roz-
tworem ziełenri metyl,orwej z pyroniną. Liczono odse-
tek komórek oibłado:wanych formazatlern - NBT do-
ddtnich.

Limfo,clty T w suro,wicy krwi oceniano rneto,dą
tesrtu rozetowego E wg Bacha w modyfika,cji Gre,wa]a
i wsp. (9). Izolowano je metodą Bóyuma w mody-
fikacji Her,manowicza (12) w gradiencie Ficoll (Phar-
macia, Urpps.ala) - Uropolina (Polfa). Po sprawdze-
niu żywo]tności i czysrŁo,ści, zawielszano je w 100l%
płodowe j surowicy cielęce j (FCS) inaktywołvane j i
wyaib]sorbo|wane j. Czerwone krwinki baranie (RBC)
prze,d uźyciern do testu traktowano papainą, a na-
śtąlnie zalwiesżano w 1007o FCS. Mieszaninę limfo-
c/tów o stężeniu 2 X 106 i 1% krwinek b,arana inku-
bowano wstępnie przez I0 rninut w temperattrrze po-
kojowej, a po wir,owaniu - ptzez 24 godziny w 4oC.
Następnie określano odsetelk limfocytów tworzących
rozetki E. Za doddtni test rozetkowy przyjęt,o układ,
w którym do limfo,cytu przylegały co najimrriej 3
erytrocńy.

U ba,danych zwierząt określano rówrrież odsete]k lim-
foc/tów esterazododatnich i esterazorujemnych posłu-
gując się metodą Koski podaną ptzez Yanga i wsp.
(2?). Jako suhstraltu uż;rwano octanu ,alfanaf tyiu, a
jako czynnika sprzęga jącego azowane j pararozarrili-
ny. Po barwieniu kontrastowym 17o zielenią mety-
trową, c.:kreślano o,dsetek ]imfo,c/tórv eslielazo,dc,da,t-
nich (licząc 300 k,ornórek).

Zdolno,ść transformowania limfocytów T pod wpły-
wem rnitoige,rru fitoheł,naglutyniny €rłA) określano
wg metoldy Angusa - Y,anga (4). Limfoclty krwi
trod]owano na podł,ożu H,anksa z ,dodaltkiern inakty-
wowanej suroiwicy cielęcej, antńiottyków - penicy-
ltiny i strepttomycyny oraz L-glutaminy, Czas hodowli

osił ?2 go-
0,50k noz-

mieszaniną
em. Po wi-

rowaniu z lozmaz,
który po. metodą
Papenhejfn tok lim-
foiblastów licząc 200 limfocńów.

]porównania wartości średnich uzyskanych wyników
,dokonarro, tes,tem t-Studerita.

Tab. 1. Pmfil o,dporności klmórkowej bukaŁów
i]mrnunizowanych szczepetn P ocnes - CN 5936

65,1 *n 3119
72,4 3,89
34,9 *e 3,19
27;6 3,B9
70,6 ** 2,79
76,4 4,25
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Liczba tlamburge_
ra

lndeks fagocytar.
Wrighta

Granul,ocyty NBT-
,dodatnie

objaśnlenla: ł - isńołtno,ść przy p.ś 0:h, '* - lsboóność przy
,^tlłi.Jrsrub" 1 --piżod iinniuiLizacją, grupe u - po lm-

Wyniki i omówienie
Wvniki ,badań przedstawiono w tab. 1. Z

zawartych w niei danvch wynika, iż stymu-
lacyiny efekt szczepu P. acTLes - CN 5936
manifestuje się przede \Mszystkim silną aktv-
wac'ią fagocytarnych funkcii granulocytów obo-
iętnochłonnych. Wskazuje na to wvs,oce istot-
ny wzlost liczbv I{amburgera tj. odsetka gra-
nulocytów oboiętnochłonnych, aktwvnych w
procesie fagocytozy w stosunku do uzYtego
szczepll gr,onkowca oraz indeksu fagocvtarnego
Wrighta.

Jedną z met,od b,adania nieswoistei o,dpor-
ności kołnórkowei ,iest test redukcji błękitu ni-
trotetrazoliowego w układzie enzymatycznym
wewnątrzkomóTkowego unieszkod]iwiania drob-
noustrojów (17, 18, 20). U zwieTząt po immu-
nizacii obserwowano wysoce istotnv wzrost

20,9 ** 5,36
66,0 6,15
10,9 " 3,68
t4,7 2,96
9,3** 2,25

34,Ą 4,67

25,6
9,31

33,76
20,13
24,L
1 3,5

Grupa
zwie-
tząt

2I,7 ** 2,04
29,6 4.1?

2a7
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granulocytów oboiętnochłonnvch aktVwnvch
enzymatycznie - NBT dodatnich, co świadczy
o pobudzeniu aktywności komórkowego syste-
mu oblony rriesrł,oistei, Przyięto, ze prawidło-
rva liczba kornórilk NBT d.o,datnich w zdrcłvvtn
i;łganiźmie lvynosi około iCl9Ó (20, 23).

Paza badaniem aktywności fagccytarnei,
analizowano wpływ immunostymulatora - PA
na kształtowanie swoistej odporności komór-
kowej, w której zasa,dniczą rolę odgrvwaią gra-
siczo,zależne limfocytv T, wykrywalne metodą
rozetek E. Zastosowano równocześnie metodę
cytochemiczną, która pozwal,a ustalić jedno-
cześnie procent limocytów T jak i B (27). Po-
sługując się powyższyml metodami zanotowano
istotny wzrost lirnfocytów we krwi, obwod,o-
wej, tworząc5rch rozetki E i zar,vierających en-
zym esterazę, co wskazywałoby na wzrost po-
pulacji iirnfocytów T. Rozbieżność w ilości tim-
focytów T wykrywanych metodą rozetkową a
cytochemiczną jest najprawdopodobniej wyni-
kiem niewychwycenia na ty,ch ,kornórkach re-
ceptorórv dla heterologicznych erytrocytów.
l{ależy również Iiczvć się z faiktem, że pewien
procent limfocytów B rł,vkazuje obecność este-
razy (27).

po,dkreślić ttzeba, iż istotnym wskaźnikiem
poziomu oclporro5.' organizmu zwierzęcego jest
nie tylkcl ilość limfocytów T, ale także ich
aktywność (zdolnośc transformowania w ]imfo-
blasty) w procesie odporności komórkowej. W
badaniach własnych po imrnunizacji badanvch
zw ier ząŁ ząobserwowano wzrost możliwości pro-
liferacyjn;rch limfocytów T.

Wniosek
Użyty do badań szczep P. ucnes jest dobrvm

stymulatorem o,dlporności typu komórkowego u
oukatów.
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lrccłeAoBaEllfl
B ilffT ,[IaKTrłBMpo-
B [ItaMa Propioni-
b mrMyIII{TeTa KJIe-
TollHoro TI{Ea

OupegełerłlreypoBnff .llMMyuocTr4Myłar1zrc-rruożar-
TuBr:oclrz luTaMMa P. acnes CN 5 rra 15y6oźrrlrx TeJIffTax HTł-n nopeALI, sAopo-
sux. f{ns o[peAeJIeI{I{.fi ,lMMyHo JIeAye-
MBIX ]KI4BoTHbIx nepeA 

'r nocJle ,IMMyHI43aI{uu Wc-
noIb3oBaJI]4 Saroqlłraprrlrż tecr, TecT HI4TpoTeTpa3o-
JIeBoIo clĄr:mrl, poserxonrrń tecr E, screpasrrrrlł tect
J,I TecT 6nacrrqecroń rparrc$opMaĄrlu.

Ęepes 21 AeHb ĘocJle Bar.:qr,rraa\uu I4MMytIocTr{MyJIa-
TopoM PA oTMeqeHo y Tej]ffT pocT KJIeToIIHoIo t4M-
My I]I4TeTa, BElpax<I4lou{rlitc a cl anucru:IecKl4 cylqec TlB eH-
IibIM pocToM [poI{eHTa HeżrpoSr.rrlHsrx Saroqrtrpy-
Iou{]4x rpaHyJIoqr{ToB, a TaKx(e Iłx gH3lMźlTt4iIecKI4x
axrrsnocteż, yBefir4qen[eM qr{cJra .rrru@oqrłros, o6-
pa3yloqI4x po3eTKr E ,{ [oKa3blBaroull4x HaJII4qIłe
gcTepa3bl, eos6yrx4eHreIvr cgożcrg bnactz.recroż Tpanc-
Sopłraqwł łzttłSoqrłroe 'I no4 BJIr{"EHreM MrToreua
Q r t o r er"lalr ł lo I mtlĄlna

Gos Z., Furowicz A. J., Hejman A. - rnfluence of
immunization of calves past the vealer stage with
and inactivated susenpsion of Priopionibacterium ac-
nes on the cellular type of immune response

The degree of immunostimulative activity of P.
acnes 

- CN 5936 (PA) was examined on 15 normal
calr.es past the vealer stage, black. and white breed.
F'or determining of immunopotency of the animals .

under study there were used phagocytic test, NBT,
Iolsette E teist, estera,se te,st, and blastic trans o,rma-
tion test. After 21 days since vaccination with PA
there was found an increase of cellular type immu-
niiy expressed by the growth of neutrophiles, their
errzymatic activity, a rise of lymphycytes with E
rosettes showing the presence of esterase, and sti-
mulation of blastic transformation in T lymphocytes
urrcler the influence of phytohaemagglutinine.

HINTON M., LINTON A. H.: Opornośó szczepów
Escherichia coli izolowanych od cieląt otrzyrnujących
karmę z dodatkiem substytutów mleka, 1Antibacterial
drug resistance anoong Eschericłria coli isolated from
calves fed milk substitute diet). Vet. Rec. 1,L2, 567-
568, 1983 (24).

Obserwacje przeprowadzono w trzech grupach cie-
ląt (A, Ę C). Cielęta z gTupy B ptzez okres pierw-
szych 5 dni pobytu na fermie otrzymywały pokatm
z dodatkiem sutbstytutów mleka i furazolidonern (l00
ppm). E. coli izolowano z wymazów rektalnych. In-
deks oporności określono dla ampicyliny, ch].oram-
fenikolu, kanamycyny, nitrofu,rantoiiny, streptomy-
cyny, sulfatiaLzolu i tetracyktiny. Wrażiwe szczepy
E. coli izolowano z pierwszych wymazów z prostnicy
cie7ąt z grup A i C, przy czym większość szczepów
wyizolowanych w tym okresie posiadała do trzech
determinant R. Po tygodniu znaczna większość szcze-
pów izolowanych od cieląt posiadała co najmniej 4
determinanty R.
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