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Basxkesuu K., 3mwongosckag I. —
Trichophyton verrucosum

XnaMuEmocnopsl

Ans uccienoBaHuii npMMeHMAM 6 Mo KpPeOUIO M3-
OpamHpIX mMTaMMOB T. verrucosun, KOTOPbIe BBICEBA-
JM KJIACCHMYECKMM M JBYXCJIOMHBLIM METOIOM Ha pas-
MMYHBIE MOJMMPUKAIMM NOUTATENLHON cpenbl Sabou-
rauda. Jlerde Bcero mnoaydaay TUIWYHBIE XJIaMHIO-
cropel Ha OeccaxapHOM nuTaTenbHO!l cpexe Sabou-
rauda M Ha IUTeTalBHOU cpeae Sabourauda, B KO-
TOPOJM TIJIOKO3Y 3aMEUICHO AHAJOTUYECKMM KOJIude-
CTBOM caxapospl. BpeleHue B NUTATENILHYI) CPeRy
BMECTO TJIIOKO3BLI TaJAKTO3bI MJIM COPOMTONA TaKsKe
VMHAYIMPOBAJIO NPOIKYNUMIO CIOP, HO B OTPAHUYEHHOM
KOoJMuyecTBe. B cpejle ¢ MAHHUTOM XJIaMUOCIODPBI II0-
ABJAIUCH JIMUI M3penKa.

JByxCcnoiHBEIT MeTO] IO03BOJAN OOHAPYXUTH POCT
rpuba u o0pazoBanue XJIaMUAOCIOP yKe HAa 3 eHb
MHKyOaluy, TOrAa Kak KJACCHUYEeCKMUIT MEeTO  II0CEBOB
YIOAMHAI Opouecc A0 5—7 nuernt.

TlonyuyeHHble pe3ynbTATHI IIOKA3BIBAIOT, HUTO XOTHA
T. verrucosum MOMXeT HaMHOXKATbCA Ha cpeje Sa-
bourauda Ge3 rJIOKO3BI, TO, OJHAKO, NPABUILHOE E€ro
PasBUTHE NPOUCXOIUT B Cpeme ¢ TJIFOKO301.

Wawrzkiewicz K. Ziotkowska G. -—— Chlamydospores
of Trichophyton verrucosum

For examinations six strains of T. verrucosum,
chosen at random, were seeded according to classic
method and two-layer method on different 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 replaced by analogous amount of sucrose. 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 sporadically 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.

ZOFIA GOS, ANTONI J. FUROWICZ, ALINA HEJMAN

Badania nad wplywem vodporniania bukatéw inaktywowang

formaling zawiesing szczepu Propionibacterium acnes

na ksztattowanie sie odpornosci typu komérkowego®

Zaktad Mikrobiologii Zootechnicznej Instytutu Biologicznych Podstaw Hodowld Zwierzat

Wydzialu Zootechnieznego AR.

Z poznanych dotychcazs immunostymulato-
row, niezwykle silng aktywnos$é wykazuja bez-
tlenowce ,maczugowce” P. acnes (1, 2, 3, 8§,
10, 27). Wedlug Adlama i Reida (2) podobnie
silng aktywnos¢ wykazujg takze szczepy P.
avidum (typ I i II), nieco mniejsza natomiast
P. acnes typ II (ATCC 12930). Stwierdzono, iz
drobnoustroje te dzialaniem swoim przewyz-
szaja endotoksyny, a nawet pratki (10).

Antygeny P. acnes (PA) mogg powodowaé
stymulacje, a w niektorych przypadkach su-
presje odpowiedzi immunologicznej. Dlatego
tez dziatanie tych drobnoustrojéw okresla sie
terminem immunomodulacji (8). Mechanizm
ten nie zostal do konca wyjasniony. Zalezy on
od wielu czynnikéw, takich jak: gatunek oraz
szczep Propionibacterium, czas preimmunizacii,
dawka immunostymulatora i antygenu, droga
podania oraz gatunku zwierzat uzytych do ba-
dan (13, 26).

Stwierdzono, ze aktywnosé immunostymula-
cyjna (zwigzana z glikopeptydem, lipowielo-
cukrami oraz estrami 6,6’-L-trehalozy wyste-
pujacymi w komérkach P. acnes), manifestuje
sie¢ w organizmie zwierzat wzmozeniem pro-
liferacji makrofagéow i aktywowaniem fagocy-
tarnych funkeji (1, 3, 15, 24). Powoduja one

* Praca wykonana w ramach problemu badawczego MR.IIL
10, Kontrakt Nr 3-C-IV.
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rowniez wzrost monocytéw krwi obwodowej,
ktére pelnig zasadnicza role w obronie prze-
ciwbakteryjnej (5). Procesowi aktywizacji mo-
nocytéw 1 makrofagéw towarzyszy wydziela-
nie pozakomoérkowe lizosomalnych enzymow,
przy czym lizozym uznhano za wyznacznik
sprawnosci glownie przeciwnowotworowej fa-
gocytow (19). Stwierdzono ponadto, iz pobu-
dzanie przez szczepy PA makrofagdbw ma po-
$rednio bardzo duzy wplyw na zwijgkszenie
sie w organizmie wyzszym liczby komorek cy-
totoksycznych NK (typu — natural killer) oraz
limfocytow T (typu — helper i CLT), jak réw-
niez K (15). Obecnosé¢ tych elementéow decy-
duje o sprawnej obronie przeciwnowotworowej
oraz przeciwbakteryjnej, uzaleznionej od me-
chanizméw swoistej 1 nieswoistej odpornosci
komoérkowej.

Wzbudzona przez P. acnes odporno$é chroni
przeciw niektérym zakazeniom bakteryjnym
(6, 16) i wirusowym (8). Odnosnie dzialania
antywirusowego zwrocono uwage, ze niektdére
szczepy PA, zwlaszeza t. I, majg wlasciwosei
indukowania substancji o charakterze interfe-
ronu, dzialajgcej inhibicyjnie na replikacje wi-
rusowych kwasdéw nukleinowych w komérkach
zakazonego organizmu (6). Sugivama i Epstein
(25) opisali ciekawe zjawisko stymulacji pro-
liferacji ludzkich limfocytow T oraz jednoczes-
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ne pobudzenie tych komérek do produkeji in-
terferonu. Stwierdzono rowniez, ze podanie PA
zwierzetom dotknietym procesem nowotworze-
nia powodowalo regresje pierwotnych guzow
i hamowanie wtérnych przerzutow (3, 11, 22).

Brak jednoczesnych danych o oddzialywaniu
tych bakterii na stymulacje proceséw odpor-
nosciowych u zwierzat z objawami hipogam-
maglobulinemii (powstalymi w wyniku réz-
nych schorzen) oraz z zaburzeniami w zakre-
sie odpornosci komoérkowej, skionit nas do pod-
jecia takich badan.

Pierwszym etapem badan byto okreslenie
ksztaltowania sie¢ odpornosci typu komoérkowe-
go bukatéw immunizowanych szczepem Propio-
nibacterium acnes.

Material i metody

Okreslenie poziomu aktywnosci immunostymulacyj-
nej szczepu P. acnes przeprowadzono na 15 bukatach
rasy ncb, klinicznie zdrowych, w wieku 8—10 mie-
siecy, o wadze 160—180 kg.

Do uodporniania bukatéw uzyto inaktywowanej for-
molem szczepionki, przygotowanej z 4-dniowej ho-
dowli bulionowej szczepu P. acnes — CN 5936, o ge-
stodci 9 X 108 komodrek/ml. Uszyty szczep pochodzit
z kolekeji Wellcome Research Laboratories (Becken-
ham, UK), reprezentowal on ustalone, wysokie wias-
ciwosei immunostymulacyjne. Szczepionke podawano
podskoérnie w ilosci 8 ml na sztuke., Przed immuni-
zacjg i po 21 dniach od szczepienia przeprowadzono
badania, w oparciu o wymienione testy, ktérych ce-
lem bylo okreslenie wplywu stymulacji na poziom
odpornosci komoérkowej. W tym celu pobierano krew
zylng do probdodwek z heparyng (10 j/ml krwi). Dla
okreslenia poziomu aktywnych granulocytéw obojet-
nochtonnych zastosowano test fagocytarny wg metody
Wrighta w modyfikacji Dolezala (7). Do 1 ml he-
parynowanej krwi dodawano po 0,5 ml zawiesiny
szczepu Staphylococeus aureus ATCC 25923 o ge-
stodci komoérek/ml, po czym przeprowadzano inkuba-
cje w temperaturze 37°C przez 30 min. Po wirowa-
niu zbierano kozuszek bialych krwinek i1 wykony-
wano rozmazy na szkielkach podstawowych. W pre-
paratach, po wybarwieniu metoda Giemzy, liczono
100 granulocytéw obojetnochlonnych, okreslajac licz-
be Hamburgera i indeks fagocytarny Wrighta. Jed-
noczeénie okreslano aktywnosé enzymatyczng granu-
locytéw obojetnochlonnych przy pomocy redukeji bie-
kitu nitroterazoliowego (NBT/20).

Mieszanine heparynowanej krwi z 0,2% roztworem
NBT inkubowano 30 min. w temperaturze 37°C, a na-
stepnie wykonywano rozmazy, kitére barwiono roz-
tworem zieleni metylowej z pyroning. Liczono odse-
tek komérek obtadowanych formazanem -— NBT do-
datnich.

Limfocyty T w surowicy Kkrwi oceniano metoda
testu rozetowego E wg Bacha w modyfikacji Grewala
i wsp. (9). Izolowano je metodg BOyuma w mody-
fikacji Hermanowicza (12) w gradiencie Ficoll (Phar-
macia, Uppsala) — Uropolina (Polfa). Po sprawdze-
niu zywotnosei i czystosci, zawieszano je w 100%
plodowej surowicy cielecej (FCS) inaktywowanej i
wyabsorbowanej. Czerwone krwinki baranie (RBC)
przed uzyciem do testu traktowano papaing, a na-
stepnie zawieszano w 100% FCS. Mieszanine limfo-
cytow o stezeniu 2 X 10% i 1% krwinek barana inku-
bowano wstepnie przez 10 minut w temperaturze po-
kojowej, a po wirowaniu — przez 24 godziny w 4°C.
Nastepnie okre§lano odsetek limfocytéw tworzacych
rozetki E. Za dodatni test rozetkowy przyjeto uklad,
w ktéorym do limfocytu przylegaly co najmniej 3
erytrocyty.

U badanych zwierzat okreslano réwniez odsetek lim-
focytéw esterazododatnich i esterazoujemnych postu-
gujac sie metodg Koski podang przez Yanga i wsp.
(27). Jako substratu uzywano octanu alfanaftylu, a
jako czynnika sprzegajacego azowanej pararozanili-
ny. Po barwieniu kontrastowym 1% zielenia mety-
lowa, okred§lano odsetek limfocytéw esterazododat-
nich (liczge 300 komoérek).

Zdolnosé transformowania limfocytdéw T pod wply-
wem mitogenu fitohemaglutyniny (PHA) okreslano
wg metody Angusa — Yanga (4). Limfocyly krwi
hodowano na podlozu Hanksa z dodatkiem inakty-
wowanej surowicy cielecej, antybiotykéw — penicy-
liny i streptomycyny oraz L-glutaminy. Czas hodowli
stymulowanych PHA i bez mitogenu wynosit 72 go-
dziny. Po inkubacji przeptukiwane osad 0,5% roz-
iworem cytrynianu sodu, a nastepnie mieszaning
kwasu tréjchlorooctowego (TCA) z metanolem. Po wi-
rowaniu z otrzymanego osadu wykonywano rozmaz,
ktéry po utrwaleniu metanolem barwiono metods
Papenheima. W preparatach okreslono odsetek lim-
foblastéw liczge 200 limfocytow.

Poréwnania wartosci §rednich uzyskanych wynikow
dokonano testem t-Studenta.

Tab. 1. Profil odpornosci komorkowej bukatow
immunizowanych szczepem P. acnes — CN 3936

Grupa

Testy zwie~ X ts | V

rzat |

|
Rozetki E L1 | a7 204 | 9
% | 11 296 417 | 14,0
® | Esterazododatnie : I 65,1 %% 3,19 | 4,9
2 I1 72,4 3,89 5,37
& Esterazoujemne I 349* 319 | 9,14
3 II | 276 389 14,09
g | Stymulowane PHA I 70,6 ** 279 3,95
3 | o 764 425 | 5,56
© Liczba Ha:mburge-l I 20,93 ** 5,36 |25,6
S ra | 1I 66,0 6,15 9,31
*?, Indeks fagocytar.| I 109* 3,68 |33,76
S Wrighta II 14,7 2,96 20,13
% | Granulocyty NBT-| 1 9,3* 225 |24,1
& | dodatnie ‘ 1| ses 487|185

Objadnienia: * — istotnoéé przy p < 0,01, ** — istotno§é przy
p < 0,001, grupa 1 — przed immunizacja, grupa II — po im-
munizacjl.

Wyniki i omowienie

Wryniki badan przedstawiono w tab. 1. Z
zawartych w niej danych wynika, iz stymu-
lacyiny efekt szczepu P. acnes — CN 5936
manifestuje sie przede wszystkim silng akty-
wacja fagocytarnych funkcji granulocytow obo-
jetnochlonnych. Wskazuje na to wysoce istot-
ny wzrost liczby Hamburgera tj. odsetka gra-
nulocytéw obojetnochlonnych, aktywnych w
procesie fagocytozy w stosunku do uzytego
szezepu gronkowca oraz indeksu fagocytarnego
Wrighta. )

Jedng z metod badania nieswoistej odpor-
nosci komoérkowej jest test redukeji blekitu ni-
trotetrazoliowego w ukladzie enzymatycznym
wewnatrzkomérkowego unieszkodliwiania drob-
noustrojow (17, 18, 20). U zwierzat po immu-
nizacji obserwowano wysoce istotny wzrost
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granulocytow obojetnochlonnych aktywnych
enzymatycznie — NBT dodatnich, co $wiadezy
o pobudzeniu aktywnosci komérkowego syste-
mu obrony nieswoistej. Przyjeto, ze prawidlo-
wa liczba komoérck NBT dodatnich w zdrowyim
organizmie wynosi okolo 10% (20, 23).

Poza badaniem aktywnosci fagocytarnej,
analizowano wplyw immunostymulatora — PA
na ksztaltowanie swoistej odpornosci komoér-
kowej, w ktorej zasadniczg role odgrywajg gra-
siczozalezne limfocyty T, wykrywalne metodg
rozetek E. Zastosowano réwnoczesnie metode
cytochemiczng, ktéora pozwala ustalié jedno-
czeSnie procent limocytéow T jak i B (27). Po-
slugujac sie powyzszymi metodami zanotowano
istotny wzrost limfocytéw we krwi obwodo-
wej, tworzgcych rozetki E i zawierajacych en-
zym esteraze, co wskazywatoby na wzrost po-
pulacji limfocytow T. Rozbieznosé w ilosci lim-
focytow T wykrywanych metodg rozetkows a
cytochemiczng jest najprawdopodobniej wyni-
kiem niewychwycenia na tych komorkach re-
ceptoréw dla heterologicznych erytrocytow.
Nalezy rowniez liczy¢ si¢ z faktem, ze pewien
procent limfocytéw B wykazuje obecno$é este-
razy (27).

Podkreslic trzeba, iz istotnym wskaznikiem
poziomu odpornosci organizmu zwierzecego jest
nie tylko ilo$¢ limfocytéw T, ale takze ich
aktywnos¢ (zdolnos¢ transformowania w limfo-
blasty) w procesie odporno$ci komorkowej. W
badaniach wiasnych po immunizacji badanych
zwierzat zaobserwowano wzrost mozliwosci pro-
liferacyjnych limfocytow T.

Wniosek

Uzyty do badan szczep P. acnes jest dobrym
stymulatorem odpornosci typu komdrkowego u
bukatow.
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Toc 3., ®ypouu A, Teiiman A. — MWecaepoBaHus
BIAMAHNA HMMYyHM3AUUHM yOOMHBIX TeJaAT MHAKTHUBUDPO-
BauHoit <hopmammuoM cycumensueidi mrama Propioni-
bacterium aenes ua depMmposanmne MMMyHHTETa KJIE-
TOYHOTO THOA

Ompeznesienne ypOBHA UMMYHOCTUMYJIALMOHHON AK-
TUBHOCTM 1uTaMMma P. acnes CN 5936 nposejeno za 15
YOOMHEIX TeaATax HY-II HOPejbl, KIMHMIECKM 370p0-~
BbIX. [ ompeseseHus MMMYHONOTEHIMM JCCIenye-
MBIX ZXKMBOTHBIX II€DEA M II0OCJIe MMMYyHM3anuu Uc-
[I0JIB30RaNN (DArONUTAPHEIA TECT, TECT HUTPOTETPa30-
JIEBOTO CHHMHA, DO3ETKOBBIL TecT E, acTepasHblit TecT
v TecT BracTUHecKOoil TpaucdopMaIiy.

Hepes 21 genb mocae BaKLHAIMU UMMYHQCTUMY JIf -
TOpoM PA OTMe4eHO y TeXAT POCT KJIETOYHOTO MM-
MYHWUTETA, BBIPAXKMIOLIMICA CTATUCTUYECKY CYILECTBEH~
HBEIM POCTOM IIDOIIEHTa HEMTPOMUIABHBIX (haroIiuTupy-
HOWUX TPaHyJIOUUTOB, & TAaKIKe UX 9HIUMATUYIECKUX
AKTUBHOCTEN, yBeIMYeHyueM HuUucaa JauMdoumuTos, 06-
Pasyoliux po3eTKM LK u MIOKA3bIBAIOIMX HaJM4Me
3cTepasnl, BO30YXKIEHMEeM CBOMCTB 61aCTUMIECKON TpaHC-
cdopmanyy auMbonuToE T NIOA BAMAHMEM MUTOTEHA
hUTOreMarr I TUHNHA

Gos Z., Furowicz A. J., Hejman A. — Influence 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
calves past the vealer stage, black-and white breed.
For determining of immunopotency of the animals-
under study there were used phagocytic test, NBT,
rosette E test, esterase test, and blastic transforma-
tion test. After 21 days since vaccination with PA
there was found an increase of cellular type immu-
nity expressed by the growth of neutrophiles, their
enzymatic activity, a rise of lymphycytes with E
rosettes showing the presence of esterase, and sti-
mulation of blastic transformation in T lymphocytes
under the influence of phytohaemagglutinine.

HINTON M. LINTON A. H.: Oporno$é szczepow
Escherichia coli izolowanych od cielat otrzymujacych
karme z dodatkiem substytutéw mleka. (Antibacterial
drug resistance among Escherichia coli isolated from
calves fed milk substitute diet). Vet. Rec. 112, 567—
568, 1983 (24).

Obserwacje przeprowadzono w trzech grupach cie-
lat (A, B, C). Cieleta z grupy B przez okres pierw-
szych 5 dni pobytu na fermie otrzymywaly pokarm
z dodatkiem substytutéow mleka i furazolidonem (100
ppm). E. coli izolowano z wymazow rektalnych. In-
deks opornosci okredlono dla ampicyliny, chloram-
fenikolu, kanamyeyny, nitrofurantoiny, streptomy-
cyny, sulfatiazolu i tetracykliny. Wrazliwe szczepy
E. coli izolowano z pierwszych wymazéw z prostnicy
cielat z grup A i C, przy czym wiekszo$é szczepow
wyizolowanych w tym okresie posiadata do trzech
determinant R. Po tygodniu znaczna wigkszoéé szcze-
péw izolowanych od cielagt posiadala co najmniej 4
determinanty R.

G.



