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Zosłosowonie łesłu homowonio migrocii leukocylów (LMl)

w bodonioch okfywności, swoislego dlo Solmonello, diolizołu leukocylornego

!(atedra l,Iikfobiologii, Tmmunotogii i zoohigieny wyższej szkoły w€terynaryjnej,
ul. Komenskeho 73, 041-81 Kośyce, CSRS

Surnrnary
The use of the migration inhibition test of leucocytes
(LB!I) in the assessment of the activity of Ieukocitic dia-
lysate specific for §almonella spp.

The capillary migration inhibition test of leucocytes
łvas administered to assay the activity of leukocitic dia-
iysate (DTE). For this purpose there was used DLE deri-
ved from animals infected with S. typhimurium (DLEinf.),
immunized with a vaccine containing Salmonella cells
(DLEim.) and from clinically healthy animals (DLEn.).
The results indicated that it was possible to determine
the level of PU (potency unit) in the preparations of
DLEirrf. and DLEirn. In contrast, DLEn. did not induce
a specific migration inhibition of leucocytes.

Uzyskane drogą dializy ekstrakty ieukocytów (dia-
lyzable leukocyte extracts, DLE) stymulują tak
swoistą, jak też i nieswoistą prołiferac ję lirnf ocytów
(9, 1l, 19, 31), produkcję czynnika harnującego rnigra-
cję granulocytów obojętnochłonnych (1, 17, 35) otaz
ich chernotaksję. Jego działanle polega także na
zwiększeniu i]ości tworzących rozety limfocytów T,
sup,resji indtrkowanej ant,vgenern 1ub mitogenełn
transformacji blastycznej, ind,ukcji chemotaksji mo-
noc;rtów, oraz produkcji mediatorów o,dporności ko-
mórkorvej takich jak cytckin, monokin i limf okin
(12, 13, I7,28).

Podstawor,vą właścilvością dializatu 1eukocytarnego,
określanego również jako ,,transfer factor" (TF), jest
zdolność do przen,oszenia antygenorvo swoistej nad-
wrażliwości typu późnego. Testowano ją w toku eks-
Fer5rrpęrr1"1ne j inf ekc ji grużIiczej, wylvołylvane j u cho-
mika (7), rnyszy (32), rnałp (23) oTaz ludzi (17). Za
standardową metodę jej wykryt ania przyjęto odczyn
opuszkowy (22).

Efekt ochronny DLE w zakażeniach wywoływanych
przez f\awowirrusy, wirus herpes simpleł, salmonele
oraz inne bakterie i. wirusy jest testowany na modelu
mysirn (I4, I7, 27, 30). Aktyr,vność ilościowa DLE usta-
lana jest w oparciu o liczbę leukocytów, z któtydn
otrzymywany jest dializat (16. 25), określenie pepty-
dów (24, 26) i rybozy (2, 20), a także pochłaniania
światła przy gęstości optycznej OD 2601280 (4, 6, 21,

36, 37). W ocenie aktywności DLtr stosowany jest
także test harnowania migracji ierr,kocytów w żelu
a8aTozowym. Meto,da ta umożlirvia wykrycie defek-
tów odporności kornórkowej, dobór dawców DLE oraz
oznaczenie jego poten,cjalnej aktywności. Wykorzy-
stywana jest również w irnmunoterapii i irnrnunopro-
filaktyce w cel,u ustalenia daw-ek DLE oraz rnonitoro-
l,vania odpowiedzi pacjentów podczas leczenia (35).

Na podstawie doświadc:zeń z łvykorzystaniem testu
harnorvania migracji, jako jednostkę potencji ,,lpoten-
cy ,unit" (PU) przyjęto ilość DLE, która w obecności
specyficznego antygenu powodnrje 20glo,zallarnowanie
migracji łeukocytów (35). W prezentowanej pracy
starano się okre,ślić poziom PU rv jedn},rn ml swoiste-
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go dla Sąlmonell.a DLE za poil-nocą kapilarowego testu
hamowania rnigrac ji leukocytów.

Materiał i metody

W badaniach wykorzystano następujące dializaty leuko-
cytów:

a) specyficzny DLEinf
skanyzwęzłów zśledzio
zowanych inakty ionką z
neli (29) i następnie za zczepe[Tl
S. taphimuriyą. ||Bint uzyski-
wano popTzez dializę o wody
destylowane j. Otrzymany 1 18, 33,

ia
h
ji
liz

punkcie a).
c) DLEn (nieswoisty) uzyskiwano z węzłów chłonnych

ótaz śledzion nieimmunizowanych, klinicznie zdrowych
cieląt.

Dializaty z ekstraktów leukocytów po liofilizacji były
ponownie lozpuszczane w wodzie destylowanej, a następ-
rr,e oczyszczane przy użyciu aparatu Amikon z membra-
ną UM5. Uzyskane preparaty testowano w trzech koncen-
tracjach, na podstawie' ustalonej gęstości optycznej, przy
260 nanometrach (OD 260 : 1.5, OD 260 : 1.5 w 10 i 100-
-krotnym zagęszczeniu). W teście hamowania migracji
wykorzy,stywarro 5---60 pLl wszystlkich .koncentracji dializatu
rvyrażonych w wartościach OD. Dodawarro je do 100 pl za-
lviesiny 1eukocytów.

Test harnowania migrac ji leukocytów. Biologiczną
aktywnoŚć dializatów (DLEint, DLEim, DLEn)
'w teście kapilarowym hamowania mĘracji
lvg metody Bendixen (5) i wyrażono w
PU/m1 dializatu (35).

Leukocyty docelowe. Komórki docelowe uzyskiwano
z krwi obwodowej zdrowych cieląt poptzez osrnotyczną

wodą (15). Zawiesiny leuko-
i 2X108 kornórek w 1ml,
60 min. w zamkniętych pro-

tlówkach Eppendorfa, które zawierały płyn Eagle'a i odpo-
wiednio różne objętości dializatu leukocytarnego, anty-
gen oTaz antygen
objętościach). W kla
reakcja 1eukocytów
antygen Salmonella
> 0,90).

Antygen. Antygen stanowiły inaktywowane termicznie
3-krotnie przemyte hodowle płynne S, taphźmurźurn w kon-
centracji 2X1010 komórek w 1 rnl. W oparciu o badania
lvstępne, antygen dodawano do zawiesiny leukocytów
w stosunku 1:10.

Po inkubacji, poszczególnymi zawiesinami leukocytów
napełniano heparynizowane 20 pl kapilary, które wirowa-
no 500 X g przez 5 rnin., a następnie odcinano fragmenty
zawierające komórki i przyklejano je wazeliną białą do
dna zagłębień płytek lp]astykowych (10 mm X 2 mm). Za-
głębierria te wypełniarro rrastępnie supernatantem z ,pozo-

stałej części kapilary oraz płynem Eagle'a zawierającym
100/o surowicy cielęcej z antybiotykarni (100 UI penicyliny
i 100 pg streptomycyny), Tak przygotowane komory przy-
krywano szkiełkiem nakrywkowym i inkubowano plzez
78 godz. w 3?oC. Ocenę uzyskanych wyników prowadzono
wg Wilson i wsp. (35), określając trzy rodzaje indeksów
migracji MI, MIA, MlB. Za jedną jednostkę potencji (PU)
przyjęto na jmnie jszą ilość DLE, która indukowała 200/o
harnowania migracji leukocytów (10, 34, 35).
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Statystyczną analizę wyników wykonano w oparciu
o test t-Studenta.

Wyłriki i ornówienie
Przy pornocy testu ha,rnowa,rria rnigracji leuko,cytów

okreś]ono rnoc (ilość jednostek PU/ml), poszczegól-
nyoh preparatów DLE.

i. \M DLEinf w koncentracji OD 260: 1.5 X 10
indukował 220ń hamowania rnigracji leukocytów w
15 pI preparatu (tab. 1). W testowanej koncentracji
,ustalono 66 PU w jednym ml preparattr. W przypad-
ku OD 260 : 1.5 nie uzyskano wJrrnaganego zahamo-

wania migracji leukocytór,v. Natomiast ptzy OD
260 : 1.5 X 100 stwierdzono wysoce istotne, wolne od
toksycznego działania zahamowanie rnigracji leuko-
cytów (27-37olo).

2. W DLEim w koncentracji OD 260: 1.5 X 10 in-
dukował 210ń zaharnowanie nrigracji leukocytów w
objętości 55 tłl (tab. 2). Testowana koncentracja zawie-
rała 18 PU w jednyrn rnl DLE o gęsto,ści optycznej
OD 260 : 1.5, podobnie jak w przypadkr, 

'aBint, 
nie

indukował zahamowania rnigracji (tab. 2). Istotne za-
harnowanie rnigracji leukocytów wynoszące 21-29olo
stwierdzono natomiast plzy koncentracji OD 260 :

Tab. 1. OkreśIenie aktywności DLEinf w teście LMI

OD266 : 1,5

| *,"

MI
ODzoo :

Mlą l

(x+s)
1,5x 10 zag.

MI"

0,67 + 0,09
0,65 + 0,05
0,62 + 0,07
0,62 + 0,09
0,63 + 0,06
0,60 + 0,11
0,62 + 0,07
0,64 + 0,09
0,61 + 0,05
0,62 + 0,12
0,59 + 0,09

ODzoo :
Mle l

1,5X 100 zag.

MI"

0,53 + 0,09
0,59 + 0,06
0,58 + 0,07
0,54+ 0,02
0,55 + 0,04
0,51 + 0,03
g,52 + 0,08
0,54 + 0,05
0,51 + 0,07
0,50 + 0,12
0,52 + 0,08

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

1,02 + 0,14
1,07 + 0,i1,1

0,94 + 0,08
1,03 + 0,0?
0,97 + I,12
0,95 + 0,09
0,88 + 0,06
0,B5 + 0,08
0,B3 + 0,13
0,81 t 0,07
0,81 + 0,07

0,98 + 0,09
1,05 + 0,06
0,98 + 0,0E
0,97 + 0,12
0,95 + 0,14
0,B8 + 0,09
0,B2 + 0,11
0,78 + 0,10
0,72 + 0,07
0,70 + 0,06
0,70 + 0,06

I 
o/oo"

4
2

6,
7
,l

9
,14
12
I4

0,8]. + 0,04
0,B3 + 0,05
0,B4 + 0,0B
0,?9 + 0,06
0,82 + 0,07
0,78 + 0,12
0,80 + 0,07
0,85 + 0,05
0,81 t 0,06
0,81 + 0,03
0,83 + 0,0B

0,7B + 0,04
0,B0 + 0,09
0,B2 + 0,06
0,77 + 0,0E
0,81 + 0,04
0,80 + 0,06
0,79 + 0,10
0,82 + 0,07
0,76 + 0,07
0,?8 + 0,03
0,78 + 0,05

l Voo"

1o
,'
27,,
24
24
23
25
25

29

I 
ońo,

JJ
27
30
30
ao

ól
34
34
óó
36

objaśnlenia: DLEint : dializat leukocytarny - infekcyjny, MI : indeks migfacji; o/6Da : 9ł antygenowo-zaleŻnego zahamowania

migracji leukocytów w teście LMI; oD260: gęstość optyczna DLE plzy 260 nm.

Tab. 2. OkreśIenie aktywności DLEin w teście LMI

MI
ODroo :

(x+s)
1,5X 10 zag.

MIB

ODzo6: 1,5X100 zag.

0,64 + 0,0?
0,57 + 0,04
0,62 + 0,08
0,64 + 0,06
0,61 + 0,07
0,67 + 0,12
0,5B + 0,08
0,49 + 0,09
0,38 + 0,06
0,32 + 0,10
0,38 + 0,09

DLEjm
(p1)

10
15
2a
25
30
35
40
45
50
55
60

ODr66 : 1,5

| ,r" | łoo" MIe MI"

0,96 + 0,05
1,01 + 0,06
0,89 t 0,07
0,97 t 0,03
0,92 + 0,05
1,03 + 0,12
0,98 + 0,0?
0,93 + 0,0?
1,01 + 0,09
1,07 + 0,06
1,02 + 0,07

0,94 + 0,08
0,98 + 0,05
0,92 + 0,03
0,89 + 0,09
1,04 + 0,14
0,97 + 0,06
1,02 + 0,04
0,87 + 0,05
0,91 + 0.07
0,99 t 0,03
0,94 + 0,08

0,97 + 0,05
1,02 t 0,08
0,86 + 0,04
0,88 + 0,07
0,83 + 0,06
0,81 + 0,08
0,84 + 0,07
0,82 + 0,04
0,88 + 0,05
0,81 + 0,06
0,83 + 0,05

0,92 + 0,06
0,94 + 0,08
0,78 + 0,04
0,82 + 0,07
0,75 + 0,05
0,73 + 0,07
0,?0 + 0,12
0,?0 + 0,09
0,72 + 0,11
0,64 + 0,08
0,62 + 0,06

0,82 + 0,11
0,80 + 0,07
0,86 + 0,09
0,82 + 0,04
0,73 + 0,12
0,72 + 0,11
0,66 + 0,11
0,53 + 0,08
0,42 + 0,06
0,36 + 0,10
0.40 + 0,07

1

9

-136
-4

I

110

5
o
9
7

10
10
Il
15

2|
2,5

22
29
28
22
,,
2l
l,:ż

8
10
11

5

objaśnienia: DLEim - dializat leukocytarny
nia miglacji leukocytów w teście LMI; oDź60 -

Tab. 3.

- immunizacyjny, MI - indeks miglacji; 0,/,on : 96 antygenowo-zależnego zahamowa-
gęStość optyczna DLE pIZy 260 nm.

Olkreślenie aktywności DLEn w teście LMI

MI(x+s)
ODzoo : 1,5X 10 zag.

| 9oo"MIe
ODr6p : 1,5

I ołI" MI"
DLE"
(pI)

10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60

0,98 + 0,12
1,02 + 0,06
1,04 + 0,09
0,96 + 0,10
0,98 + 0,07
I,12 + 0,04
0,97 + 0,13
0,95 + 0,11
0,93 + 0,07
1,02 + 0,05
0,89 + 0,12

0,96 + 0,06
0,9B + 0,07
1,05 + 0,15
1,03 + 0,09
0,9B + 0,0B
1,07 + 0,14
1,02 + 0,08
0,98 + 0,04
0,91 + 0,09
0,96 + 0,05
0,92 + 0,03

0,B7 + 0,06
0,91 + 0,05
0,82 + 0,07
0,83 + 0,0B
0,87 + 0,06
0,B5 + 0,09
0,92 + 0,06
0,B6 + 0,08
0,83 + 0,04
0,35 + 0,07
0,90 + 0,11

0,84 + 0,07
0,B7 + 0,05
0,86 + 0,09
0,B3 + 0,05
0,78 + 0,i2
0,85 + 0,08
0,88 + 0,06
0,80 + 0,07
0,B5 + 0,10
0,79 + 0,12
0,BB + 0,12

0,85 + 0,06
0,82 + 0,07
0,89 + 0,04
0,B5 + 0,06
0,80 + 0,09
0,81 + 0,12
0.76 + 0,15
0,82 + 0,08
0,B3 + 0,05
0,78 + 0,13
0,80 + 0,07

2
4
1

-7
0
+

-R

,
t)

,-J

4
4

-5
1

0
4
7
2
7
2

ODzoo : 1,5X 100 zag.

, I MIe lło"
0,89 + 0,03
0,87 + 0,06
0,82 + 0,05
0,B5 l 0,07
0,83 + 0,07
0,86 + 0,04
0,B1 + 0.12
0,B4 t 0,0B
0,80 + 0,16
0,83 t 0,09
0,85 + 0,04

-5
-6

8
0

-6
-6_2

4

-6
-6

ol] jaśnienia: DLEn
miBIacji 1eukocytów

: dializat 1eukocytaIny - nieswoisty,
W teście LNTI; oD260 : gęstość optyczna

MI : indeks migracji; 0/oDB : % antyBenowo-ZależneBo Zahamowania
DLE pfzy 260 nm.
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: 1.5 X 100. Efekt toksyczny tego preparatu był wi-
doczny festował się on
siln;rm, antygenu zaha-
mowani

3. Po reiparatł,r DLEn,
nie uzyskan o 20o/o zahamowa-
nia migracji l z badanych kon-
centracli nie sycznego oddzia-
ły

oistą aktywność, badaną

w ji teukocytów wykazywał

tego preparatu (tab. 2).

ioa""", testowania DLEim przy OD 266 : 1,! X 100

h wynikółv lvyciągnięto
st zahamowania migracjd,
do standaryzacji antyge-

nowo swoistych preparatów DLE,
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