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Methods useful in the evaluation of specific cell-mediated immunity

Summary

In the era of the excessive use of chemotherapeutics, especially antibiotics and an increase of bacterial
strains resistance, studies concerning the stimulation of the immune system and evaluation of its activity seem

to be particularly important.

This article presents a review of the methods useful in the evaluation of cellular immunity. The evaluation
of specific cell-mediated immunity may be performed in vivo or in vitro. Delayed-type hypersensitivity assay
is one that is possible to make in vivo, while the lymphocyte transformation test, cytometric proliferation
assay, evaluation of activation marker expression and analysis of antigen-specific production of cytokines by
sensitive lymphocytes T are methods performed in vitro.

The evaluation of cell-mediated immunity in immunological studies, especially concerning vaccinology, will
be valuable or even essential elements of an experiment.
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W dobie nadmiernego wykorzystywania chemiotera-
peutyk(')w zwlaszcza antybiotykow i narastania opornos-
ci szczepow bakteryjnych, badania dotyczace stymula-
cji ukfadu odpornosciowego i oceny jego aktywnosci
wydaja si¢ szczegolnie wazne. Organizm powinien by¢
stymulowany do samodzielnej obrony przed czynnika-
mi infekcyjnymi. Ogromna rol¢ w mobilizacji uktadu
odpornosciowego, zwlaszcza mlodych zwierzat, odgry-
waja, jak wiadomo, szczepionki. Aby kompleksowo oce-
ni¢ wplyw szczepionki na organizm zwierzgcia, nalezy
zbadac¢ nie tylko humoralna, ale i komoérkowa odpowiedz
immunologiczng powstajaca po aplikacji biopreparatu.
Sledzac pi$miennictwo z minionych lat, dotyczace oce-
ny odpowiedzi immunologicznej u zwierzat, w ogrom-
nej wigkszo$ci mozna spotkac si¢ z ocena jedynie odpo-
wiedzi humoralnej (8, 14). W duzej mierze wynika to
zapewne z faktu tatwos$ci przeprowadzenia tego rodzaju
badan. Poziom przeciwcial moze by¢ oceniony m.in.
przy uzyciu komercyjnych zestawow ELISA, testu sero-
neutralizacji czy zahamowania hemaglutynacji. Dobor
testu zalezy przede wszystkim od wlasciwosci antygenu
oraz sprawnosci laboratorium. Szczegodlnie czesto z taka
niepelng ocena odpowiedzi uktadu immunologicznego
mozna si¢ spotka¢ w pracach oceniajacych efektywnos¢
szczepionek u zwierzat (8). Tak przeprowadzona ocena
nie jest wystarczajaca. Osiagnigcie wysokich mian prze-
ciwciat nie zawsze zabezpieczy zwierzg przed zakaze-

*) Praca finansowana ze $rodkow na nauke¢ w latach 2008-2011 jako projekt
badawczy nr NN 308 275934.

niem, z drugiej strony, niskie miana nie sa jednoznaczne
z brakiem odpornosci na antygen.

Ocena swoistej antygenowo odpornosci komorkowej
moze by¢ prowadzona in vivo oraz in vitro. Przyzycio-
wo mozemy wykona¢ skorny test nadreaktywnos$ci typu
p6znego (delayed-type hypersensitivity assay, DHT), na-
tomiast in vitro — test transformacji blastycznej limfo-
cytow (TTBL), szereg testow z wykorzystaniem cyto-
metrii przeplywowej (np. dokona¢ oceny proliferacji
limfocytow, oceny ekspresji markerow aktywacji, a tak-
ze analizy antygenowo-swoistej produkcji cytokin przez
uczulone limfocyty T). Wydzielanie cytokin mozna
oceni¢ wykorzystujac rowniez testy ELISA oraz reakcjg
tancuchowa polimerazy (PCR).

Skorny test nadreaktywnosci typu poznego to jed-
na z najstarszych technik do monitorowania swoistej od-
powiedzi komorkowe;j. Test ten polega na $rodskornym
wstrzyknigciu zwierzgciu antygenu, a nastgpnie ocenie
odczynu, jaki powstaje w zwiazku z migracja uczulo-
nych limfocytow do miejsca iniekcji. Pozwala on na
oceng odpowiedzi komorkowej w stosunku do wielu
czynnikow infekcyjnych. Jego zaleta jest prostota wy-
konania 1 brak konieczno$ci uzywania skomplikowanej
aparatury, w zwiazku z czym jest on nadal wykorzysty-
wany (16, 22). Omawiany test jest jednak nieprzydatny
w sytuacji, kiedy chcemy ocenia¢ odpowiedz komorko-
wa u danego zwierzgcia kilkukrotnie w odstepach cza-
su, gdyz powoduje on ,,naznaczenie” limfocytow T, co
w konsekwencji powoduje, ze przy prowadzeniu kolej-
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nego badania odpowiedzi na ten sam antygen, u tego
samego zwierzecia, nie mamy pewnos<:1 czy uczulenie
hmfocytow nie pochodzi z wczesniejszego kontaktu
zwierzgcia z badanym antygenem. Pomimo prostoty
wykonania test ten jest jednak dos¢ ktopotliwy w inter-
pretacji, zwlaszcza w ilosciowym okresleniu wynikow.
Trudno tez okreslié, ktore doktadnie komorki biorg udziat
w infiltracji tkanek.

Test transformacji blastycznej limfocytow (TTBL)
jest czegsto wykorzystywany do oceny odpowiedzi im-
munologicznej in vitro na znany antygen. Transforma-
cja blastyczna jest suma zmian, jaka przechodzi dany
limfocyt po pobudzeniu antygenem. Gtéwnymi réznica-
mi, wzglgdem niepobudzonego limfocytu, sa: sfatdowa-
nie powierzchni blony komorkowe;j, rozpoczgcie produk-
cji 1 wydzielania cytokin oraz wydzielanie przeciwciat
w przypadku aktywacji limfocytow B. Transformacji
blastycznej towarzyszy rowniez proliferacja. Wysoki sto-
pien proliferacji w odpowiedzi na antygen in vitro kore-
luje z rozplemem limfocytéw specyficznych dla danego
antygenu 1 wskazuje na silniejsza wtorna odpowiedz
komorek pamigci immunologicznej.

Po raz pierwszy zjawisko transformacji blastycznej
opisal Nowell (12, 13). Zaobserwowat on, ze w hodowli
limfocytéw zawierajacych duze i mate limfocyty pod
wptywem fitohemaglutyniny (PHA) pojawiaja si¢ ko-
morki, ktore morfologicznie odpowiadatly limfoblastom.
Takim przemianom podlegaty wylacznie limfocyty mate,
w odréznieniu od duzych, ktore ginglty w przeciagu 24
godzin inkubacji. Duze komorki, powstale po stymulo-
waniu hodowli czynnikami transformujqcymi, ulegaty
nastg¢pnie mitozie.

Czynnlkl indukujace transformacjg blastyczna limfo-
cytow mozna podzieli¢ na nieswoiste 1 swoiste. Czynni-
ki nieswoiste powoduja transformacjg blastyczna wszyst-
kich limfocytéw, zarowno uczulonych, jak i nieuczulo-
nych na dany antygen. Do nieswoistych stymulatoréw
proliferacji limfocytow T mozemy zaliczy¢: fitohema-
glutyning (PHA) oraz konkanawaling A (CoA). Po sty-
mulacji PHA liczba komérek w hodowlach poczatkowo
zmniejsza si¢ W przeciagu pierwszych 24-48 godzin, a na-
stepnie wzrasta wskutek zintensyfikowanych podziatow
komoérkowych. Po zastosowaniu swoistych antygenow,
silniejszej proliferacji powinny ulega¢ limfocyty pocho-
dzace od osobnikéw uczulonych na badany antygen (wi-
rusowy, bakteryjny, chemiczny).

Potrzebne do przeprowadzenia testu transformacji bla-
stycznej limfocyty, a w zasadzie jednojadrzaste komor-
ki krwi obwodowej (peripheral mononuclear blood cells
— PMBC) uzyskuje si¢ najczgsciej poprzez wirowanie
petnej krwi pobranej na antykoagulant w odpowiednim
gradiencie gestosci. Dostgpnych jest szereg komercyj-
nych odczynnikow umozliwiajacych uzyskanie PBMC
z pelnej krwi. Maja one ggstos¢ wlasciwa wyzsza niz
limfocyty, lecz nizsza od erytrocytéw i granulocytow.
Po wirowaniu erytrocyty i granulocyty przechodza przez
roztwor shuzacy do izolacji limfocytow i tworza osad na
dnie probowki, natomiast limfocyty tworza interfazeg
pomigdzy osoczem a gradientem. Limfocyty uzyskane
W ten sposob zawieraja domieszke monocytow i w nie-
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wielkich ilosciach granulocytow. Komorki fagocytujace
mozna wyizolowa¢ poprzez dodanie opitkoéw zZelaza, kto-
re zostanie przez nie sfagocytowane, co umozliwi ich
pozniejsze usunigcie w polu magnetycznym.

Hodowle limfocytow in vitro, w celu oceny ich trans-
formacji, przeprowadza si¢ najczesciej inkubujac je
w podtozu hodowlanym, bez dalszej izolacji subpopu-
lacji limfocytéw T i B. Minusem tak przeprowadzonego
testu jest brak informacji, ktéra subpopulacja limfocy-
tow odpowiada na stymulacjg.

Obecnie najczgsciej stosowana metoda oceny stopnia
proliferacji polega na analizie iloSciowej inkorporacji
znakowanej trytem tymidyny przez nowo powstate ko-
morki (18, 21, 22). W tescie tym egzogenna tymidyna
jest wbudowywana podczas fazy S cyklu komorkowego
do DNA komorek proliferujacych. Metoda ta uwazana
Jest za najbardziej czuta (20) Oceng radioaktywnosci
przeprowadza si¢ najczesciej po 16-18 godzinach od
dodania izotopu do hodowli. Radioaktywnos¢ badanych
probek mierzy si¢ w liczniku scyntylacyjnym beta. Wy-
niki pomiaru moga by¢ wyrazone W postaci wartosci cpm
(counts per minute) lub czgsciej w postaci indeksu sty-
mulacji (SI). Indeks stymulacji oblicza si¢ dzielac war-
tosci cpm limfocytéw stymulowanych przez odpowied-
nie warto$ci cpm limfocytow pochodzacych z kontroli
(niestymulowanych). Warto$ci wyzsze niz uzyskane
w kontroli (zwykle w pi$miennictwie wartoscia granicz-
na jest SI > 2) wskazuja, ze limfocyty ulegly proliferacji
w odpowiedzi na stymulacj¢ badanym antygenem (17,
19). Metoda ta, oprocz wysokiej czutosci, co jest nie-
watpliwie jej zaleta, posiada takze szereg minusoéw, do
ktérych nalezy zaliczy¢ szkodliwy wptyw na $rodowi-
sko w zwiazku z wykorzystaniem izotopow, konieczno$¢
posiadania odpowiednich urzadzen oraz warunkow do
przeprowadzenia odczytu radioaktywnosci. W zwiazku
z tym, ze jest to metoda wieloetapowa, prawdopodobien-
stwo btedu jest wigksze.

Innym sposobem oceny proliferacji komorek sa me-
tody kolorymetryczne (9, 10, 20). Sam proces przygoto-
wania hodowli limfocytow jest analogiczny do opisane-
g0 wyzej, roznica polega na dodaniu stosownego indy-
katora zachodzacych w hodowli zmian (izotop zastapio-
no zwiazkami barwnymi). Po dodaniu odpowiednich
indykatorow do hodowli, w wyniku zmian metabolicz-
nych zachodzacych w proliferujacych limfocytach, do-
chodzi do zmiany barwy uzytych zwiazkow, co nastep-
nie jest oceniane spektrofotometrycznie. Przy interpre-
tacji wynikow tak przeprowadzonych badan nalezatoby
mie¢ na uwadze fakt, ze barwniki stosowane do oceny
proliferacji komorek wykazuja czgsto dziatanie toksycz-
ne na komorki, co w konsekwencji wptywa na obnize-
nie ich proliferacji 1 uzyskiwanie wynikow fatszywych.

Cytometryczna ocena proliferacji limfocytow. Jest
to metoda coraz czgsciej wykorzystywana w badaniach
immunologicznych (3, 20, 22). Zasada testu jest inkor-
poracja markera przez komorki podczas ich hodowli,
a nastepnie bardzo precyzyjne okreslenie stopnia ich pro-
liferacji po stymulacji okreslonymi antygenami badz mio-
genami, poprzez zmiany natgzenia fluorescencji uzyte-
go markera. Do tego celu uzywane sa m.in. barwniki
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z serii PHK, bromodeoksyurydyna (BrdU) czy ester
bursztynylowy karboksyfuoresceiny (CFSE). Wszystkie
te zwiazki byly juz z powodzeniem wykorzystywane
w badaniach immunologicznych u wielu gatunkow zwie-
rzat (3, 6, 11, 20, 23). Bromodeoksyurydyna jest analo-
giem nukleotydu, ktory zostaje wbudowany w DNA
nowo powstajacych komoérek. Substancja ta jest doda-
wana do hodowli badanych limfocytéw po uptywie pew-
nego czasu od ekspozycji na antygen czy miogen (zwyk-
le po uplywie 48-72 h), podobnie jak ma to miejsce
w przypadku testu proliferacji z zastosowaniem znako-
wanej trytem tymidyny. Przed dodaniem BrdU do ho-
dowli jest on wiazany z odpowiednim przeciwcialem
monoklonalnym znakowanym fluorochromem. Pozosta-
te barwniki sa dodawane od razu podczas zaktadania
hodowli. Wnikaja one do wngtrza komorek i tacza si¢
kowalencyjnie z biatkami cytoplazmy (CFSE) badz tez
barwia btony komérkowe (PHK). W obu przypadkach
kazdy podziat komorek pociaga za soba powstanie ko-
morek potomnych zawierajacych polowg wyjsciowego
poziomu barwnika zawartego w komoérce macierzyste;.
Tak przeprowadzony test pozwala oznaczy¢ liczbg ko-
morek podlegajacych proliferacji z danej populacji oraz
liczbe nowo powstatych generacji (6). Niewatpliwie
dodatkowym atutem oceny proliferacji z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej jest mozliwos¢ okreslenia fe-
notypu populacji podlegajacej transformacji, poprzez
wykorzystanie odpowiednio dobranego panelu przeciw-
cial monoklonalnych znakowanych fluorochromami.

Ocena ekspresji markeréw aktywacji. Pod wply-
wem stymulacji limfocytéw in vitro odpowiednimi an-
tygenami lub miogenami na ich powierzchni pojawiaja
si¢ tzw. markery aktywacji. Ich obecno$¢ mozna uwi-
doczni¢ przy pomocy cytometru przeptywowego, wyko-
rzystujac znakowane przeciwciala monoklonalne. Za
markery aktywacji limfocytow uwazane sa: CD25 (re-
ceptor dla IL-2), CD69, MHC klasy II (1, 5). Ocena eks-
presji poszczegolnych markerow aktywacji moze byc¢
prowadzona rownolegle z ocena subpopulacji limfocy-
tow, co daje dodatkowa informacjg na temat populacji,
ktora w danym przypadku odpowiada na bodziec anty-
genowy. Dostepnych jest coraz wigcej komercyjnych
przeciwciat monoklonalnych przeciwko markerom
aktywacji dla zwierzat. Pociaga to za soba mozliwos¢
coraz petniejszego wykorzystywania tej techniki w oce-
nie odpornosci komérkowej zwierzat. Jak wynika z pis-
miennictwa, w czgsci przypadkow moze dojs¢ do eks-
presji markeréw aktywacji bez towarzyszacej temu pro-
liferacji, co powoduje, ze odpowiedz takich limfocytéw
moglaby zosta¢ przeoczona w tescie transformacji blas-
tycznej (2).

Ocena antygenowo-swoistej produkeji cytokin
przez uczulone limfocyty T. Zdolnos¢ limfocytow do
produkcji cytokin W odpowiedzi na badany antygen moze
by¢ oceniona roznym1 sposobaml Wigkszos$¢ technik
opiera si¢ na wezesniejszej inkubacji hmfocytow in vi-
tro w obecnos$ci antygenu. Do najcze$ciej ocenianych
interleukin naleza IL-4 oraz INF-y, jako dominujace pro-
dukty, odpowiednio, limfocytow Th, i Th,.
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Test immunoenzymatyczny (ELISA). Jednym ze
sposobow oceny swoistej produkcji cytokin przez lim-
focyty jest oznaczenie poziomu cytokin obecnych w nad-
saczu pochodzacym z hodowli stymulowanej badanym
antygenem. Nadsacz z hodowli jest kolekcjonowany po
uptywie okres'lonego czasu kontaktu limfocytow z anty-
genem, najczesciej po 24-72 godzinach, a nastgpnie oce-
niany immunoenzymatycznie w kierunku zawartosci
cytokin. Obecnie mamy do wyboru coraz wigcej komer-
cyjnych zestawow ELISA do ilosciowych oznaczen cy-
tokin u r6znych gatunkéw zwierzat. W przypadku braku
komercyjnego zestawu mozna si¢ oczywiscie pokusi¢
0 opracowanie zestawu in-house. Niewatpliwa zaleta
oceny produkcji cytokin przy pomocy testow ELISA jest
mozliwo$¢ przechowania probek poprzez ich zamroze-
nie, a nast¢pnie poddania analizie duzej ich liczby jed-
noczesnie. Metoda ta pozwala na stosunkowo doktadne
okreslenie stgzenia cytokin w badanym materiale, ale
jest czasochtonna oraz obarczona ryzykiem btedu. Po-
nadto w czasie pomiaru mozna okresli¢ poziom tylko
jednej cytokiny, co ze wzgledu na duze koszty wyko-
nania badania nie jest bez znaczenia (7). Minusem tej
metody jest takze brak mozliwosci okreslenia populacji
komorek produkujacych badane cytokiny.

Cytometryczne oznaczanie produkcji cytokin. Pro-
dukcja cytokin przez poszczegdlne populacje leukocy-
tow (w tym limfocytow) moze by¢ takze oznaczona z wy-
korzystaniem zestawow przeciwciat do wewnatrzkomor-
kowego ich barwienia, a nastgpnie odczytana w cyto-
metrze przeptywowym. Do ,,uwigzienia” cytokin we
wnetrzu badanych komorek stosuje si¢ inhibitory trans-
portu bialek np. monenzyng. Tym sposobem mozemy
oznacza¢ cytokiny produkowane przez rozne populacje,
jak rowniez zestaw cytokin produkowanych przez jedna
komorke (4). Ocena rodzaju produkowanych cytokin,
z jednoczesna analiza fenotypu komorek, moze by¢ po-
mocna w okresleniu polaryzacji odpowiedzi immunolo-
gicznej w kierunku Th, lub Th,, gdyz obecnie jestesmy
w stanie zréznicowac te populaqe jedynie na podstawie
profilu wydzielanych przez nie cytokin (4, 7).

W medycynie ludzkiej stosuje si¢ w ostatnich latach
nowoczesng technike, zwang ,,cytometryczne macierze
kulkowe” (Cytometric Beads Array — CBA). Wykorzy-
stuje si¢ w niej mikrokulki sprzgzone z fluorochromem
oraz kowalencyjnie zwiazane z przeciwciatem monoklo-
nalnym swoistym dla badanej cytokiny. Dzigki zasto-
sowaniu tej techniki mozemy w relatywnie krotkim cza-
sie oceni¢ stgzenie kilku, a nawet kilkunastu cytokin
w jednej prébee (krwi, ptynie wysigkowym, poptuczy-
nach oskrzelowych, lizatach komoérkowych czy pozyw-
kach hodowlanych) (7). Technika CBA polega na po-
miarze $redniej warto$ci fluorescencji znacznika sprze-
zonego z dana grupa mikrokulek oraz réznicy intensyw-
nosci fluorescencji po inkubacji materiatu z przeciw-
cytokinowymi swoistymi przeciwciatami sprzgzonymi
z fikoerytryna (PE). Do zestawu testowego dotaczone sq
standardy badanej cytokiny umozliwiajace wyznaczenie
krzywej standardowe;j, z ktorej odczytywane jest steze-
nie badanej substancji. Istnieje juz mozliwo$¢ indywi-
dualnego doboru mikrokulek potaczonych z przeciwcia-
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fami monoklonalnymi skierowanymi przeciwko cytoki-
nom, co umozliwia tworzenie dowolnych paneli macie-
rzy analitycznych oceniajacych koncentracjg cytokin (7).

Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR). Ocena
transkrypcji genow kodujacych badane cytokiny, zarow-
no po namnazaniu komorek in vitro, jak i bezposrednio
po pobraniu materiatu, moze by¢ przeprowadzona z za-
stosowaniem techniki PCR. Dzigki dostgpnosci sekwen-
cji genow kodujacych wiele cytokin zwierzecych opra-
cowanie odpowiednich zestawow starterow i sond nie
powinno nastrgcza¢ wigkszych trudnosci (20). Technika
ta umozliwia zbadanie aktywnosci transkrypcyjnej ge-
now cytokin, a takze ilosciowe okreslenie poziomu ich
produkcji przez badane limfocyty w obecnosci antyge-
now. Informacyjny RNA moze by¢ wyizolowany z lim-
focytéw przy uzyciu szeregu dostgpnych zestawow ko-
mercyjnych, a nastgpnie przepisany na DNA przy po-
mocy standardowych procedur. Stosujac konwencjonal-
ny PCR, powstate w procesie amplifikacji produkty sa
poddawane procesowi elektroforezy w zelu agarozowym.
Jest to jednak metoda jakos$ciowa, nie dajaca informacji
0 stQZeniu cytokin w badanym materiale. Intensywno$¢
Swiecenia prazka moze zosta¢ wykorzystana jedynie do
poréwnania réznych probek badanych i w ten sposob
wnioskowania o réznicach w koncentracji badanych
cytokin pomigdzy probkami. Zdecydowanie bardziej
uzyteczna jest reakcja tancuchowa polimerazy DNA
z analizg ilo$ci produktu w czasie rzeczywistym QPCR
(quantitative PCR). Technika ta pozwala oznaczy¢ ilos¢
transkryptow cytokin z zachowaniem wysokiej czutosci
oraz doktadnos$ci. Odczyt nastgpuje na podstawie pomia-
ru sygnatu fluorescencji, ktory koresponduje z iloscia
zsyntetyzowanego produktu PCR. Real-time PCR po-
zwala na monitorowanie ilosci produktu reakcji w kaz-
dym cyklu prowadzonej reakcji PCR, dzigki czemu cata
procedura analizy jest bardzo szybka i pozwala wyeli-
minowac etap szacowania produktu po zakonczeniu re-
akcji. Monitorowanie przyrostu liczby kopii badanej sek-
wencji mozliwe jest dzigki znakowaniu starterow lub
sond oligonukleotydowych fluorochromami. Przyrost
fluorescencji jest wprost proporcjonalny do liczby kopii
DNA znajdujacego si¢ w badanej probce. Koncentracje
mRNA w badanej probee odezytuje sig z krzyweJ kali-
bracyjne;j. Sporzqdza si¢ w tym celu seri¢ rozcienczen
roztworu o znanej liczbie kopii RNA, wyznacza si¢ wg
nich krzywa kalibracyjna i znajac przyrost fluorescen-
cji, na podstawie krzywej odczytuje sig liczbg czaste-
czek. Metoda ta jest stosowana dosy¢ czgsto u zwierzat
ze wzgledu na mata dostgpnos¢ przeciwciat monoklo-
nalnych oraz zestawow ELISA do oznaczen cytokin
zwierzeeych (15). Trzeba jednak pamigtac, ze transkryp-
cja genu nie zawsze koreluje z synteza odpowiednich
biatek. Ponadto technika wymaga posiadania przez la-
boratorium specjalistycznej aparatury.

Podsumowujac, istnieje szereg technik, ktore moga
zosta¢ wykorzystane samodzielnie lub symultanicznie do
oceny odpowiedzi komorkowej ustroju, zar6wno swo-
istej, jak i nieswoistej. Ich stosowanie w pracach badaw-
czych z dziedziny immunologii, a zwlaszcza wakcyno-
logii, bedzie z pewnos$cia cennym, a wr¢ez niezbgdnym,
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elementem doswiadczenia. Szczegblnie kluczowa wy-
daje si¢ ocena swoistej odpowiedzi komodrkowej, obok
odpowiedzi humoralnej, w badaniach oceniajacych re-
akcje zwierzecia na podany antygen szczepionkowy.

PiSmiennictwo

.Canals A., Dominquez J., Tomilla J., Babin M., Alonsoet F.: Inhibition of IL-2R
and SLA class II expression on stimulated lymphocytes by a suppressor activity
found in homogenates of African swine fever virus infected cultures. Arch.
Virol. 1995, 140, 1075-1085.
2.Caruso A., Licenziati S., Corulli M., Canaris A. D., Francesco De M. A.,

Fiorentini S., Peroni L., Fallacara F., Dima F., Balsari A., Turano A.: Flow
cytometric analysis of activation markers on stimulated T cells and their
correlation with cell proliferation. Cytometry 1997, 27, 71-76.

3.Dorn A. T, Waters W. R., Byers V. M., Pesch B. A., Wannemuehler M. J..
Characterization of mitogen-stimulated porcine lymphocytes using a stable
fluorescent dye (PHK?2) and multicolor flow cytometry. Vet. Immunol. Immuno-
pathol. 2002, 87, 1-10.

4.Drela N.: Wykrywanie wewnatrzkomorkowych cytokin metoda cytometrii
przeplywowej — zastosowanie i problemy. Post. Biol. Kom. 2001, 28, 129-146.

5.Fachinger V., Schlapp T., Strube W., Schmeer N., Saalmiiller A.: Poxvirus-
-induced immunostimulating effects on porcine leukocytes. J. Virol. 2000, 74,
7943-7951.

6.Givan A. L., Fisher J. L., Waugh M., Ernstoff M. S., Wallace P. K.: A flow
cytometric method to estimate the precursor frequencies of cells proliferating in
response to specific antigens. J. Immunol. Methods 1999, 230, 99-112.

7.IZycki D.: Zastosowanie cytometrii przeptywowej w klinicznej diagnostyce
laboratoryjnej. Voice 2006, 2, 8-17.

8. Kristensen C. S., Andreasen M., Ersboll A. K., Nielsen J. P.: Antibody response
in sows and piglets following vaccination against Mycoplasma hyopneumoniae
toxigenic Pasteurella multocida and Actinobacillus pleuropneumoniae. Can. J.
Vet. Res. 2004, 68, 66-70.

9.Mojzisova J., Hromada R., Paulik S., Ondrasovi¢ M., Bajova V.: Immune
response and immunomodulatory effect of levamisole in immunosuppressed dogs
vaccinated against parvovirosis. Bull. Vet. Inst. Pulawy 2004, 48, 93-97.

10. Mosmann T.: Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: appli-
cation to proliferation and cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods 1983, 65,
55-63.

11. Motubu M., El-Abasy M., Na K., Hirota Y.: Detection of mitogen-induced
lymphocyte by bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation in chicken. J. Vet. Med.
Sci. 2002, 64, 377-379.

12.Nowell P. C.: Differentiation of human leukemic leukocytes in tissue culture.
Exp. Cell Res. 1960, 19, 267-2717.

13. Nowell P. C.: Phytohemagglutinin: an initiator of mitosis in cultures of normal
human leukocytes. Cancer Res. 1960, 20, 462-466.

14. Pejsak Z., Markowska-Daniel I.: Randomised, placebo-controlled trial of a live
vaccine against porcine reproductive and respiratory syndrome in sows on
infected farms. Vet. Rec. 2006, 158, 475-478.

15.Raymond C. R., Wilkie B. N.: Th-1/Th-2 type cytokine profiles of pig T-cells
cultured with antigen-treated monocyte-derived dendritic cells. Vaccine 2004,
22,1016-1023.

16.Riber U., Jungersen G.: Cell-mediated immune responses differentiate infec-
tions with Brucella suis from Yersinia enterocolitica serotype O:9 in pigs. Vet.
Immunol. Immunopathol. 2007, 116, 13-25.

17.Rustemeyer T., De Ligter S., Von Blomberg B. M. E., Frosch P. J., Scheper R. J.:
Human T lymphocyte priming in vitro by haptenated autologous dendritic cells.
Clin. Exp. Immunol. 1999, 117, 209-216.

18.Saker K. E., Kalnitsky J., Gogal R. M., Ward D. L.: Evaluation of a nonradioac-
tive colorimetric assay for analysis of lymphocyte proliferation in healthy cats.
Am. J. Vet. Res. 2001, 62, 567-571.

19.8anchez A., Maruta C., Sato M., Ribeiro R., Zomignan C., Nunes R., Reis V.
Study on lymphocyte proliferation in nickel sensitive patients. An. Bras. Der-
matol. 2005, 80, 149-158.

20.Sathiyaseelan T., Baldwin C. L.: Evaluation of cell replication by bovine T cells
in polyclonally activated cultures using carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE) loading and flow cytometric analysis. Res. Vet. Sci. 2000, 69, 275-281.

21.8tec J., Rachubik J., Szczotka M., Kuzmak J.: Effects of penicillium myco-
toxins: citrinin, ochratoxin a, and patulin on in vitro proliferation of bovine
lymphocytes. Bull. Vet. Inst. Pulawy 2008, 52, 163-167.

22. Waters W. R., Peschb B. A., Hontecillasa R., Saccoc R. E., Zuckermannd F. A.,
Wannemuehler M. J.: Cellular immune responses of pigs induced by vacci-
nation with either a whole cell sonicate or pepsin-digested Brachyspira (Serpu-
lina) hyodysenteriae bacterin. Vaccine 2000, 18, 711-719.

23. Waters W. R., Palmer M. V., Pesch B. A. Olsen S. C., Wannemuehler M. J.,

Whipple D. L.: Lymphocyte subset proliferation responses of Mycobacterium

bovis-infected cattle to purified protein derivative. Vet. Immunol. Immuno-

pathol. 2000, 77, 257-273.

—_

Adres autora: dr Malgorzata Pomorska-Mol, Al. Partyzantéow 57, 24-100
Pulawy; e-mail: mpomorska@piwet.pulawy.pl



