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Immunological Response in Rats Immunized with a Somatic Extract
of Fasciola hepatica

Jak wynika z piSémiennictwa dotyczacego badan immunologicznych ukiadu
Fasciola—zywiciel, dotychczas najczestszym celem uodpornienia zwierzat materia-
lem uzyskanym z motylicy watrobowej bylo otrzymanie surowic do celow diagno-
stycznych, a takze do badan struktury antygenowej tej przywry.

W ostatnich latach obserwuje sie intensyfikacje badan nad immunoprofilaktyks
fasciolozy, a wiekszo$é z nich przeprowadzana jest na szczurach, ktére uwaza sie
za wygodne zwierze modelowe, reagujace immunologicznie podobnie na inwazje
F. hepatica jak bydlo. Autorzy tych prac uodporniali zwierzeta antygenami uzyski-
wanymi z réznych stadiow rozwojowych motylicy, stosujgec rbéznorodng procedure
immunizacji. W wiekszo$ci cytowanych prac autorzy nie okreslali metodami immu-
nologicznymi stopnia indukowanej odpowiedzi, a jedynym jej miernikiem byt pro-
cent przywr rozwijajageych sie z dawki sprawdzajgcej metacerkarii (4, 5, 7, 9, 14).

Zalozeniem badan wilasnych bylo okresSlenie poziomu odpowiedzi humoralnej
i komorkowej u szczuréw uodpornionych réznymi drogami oraz wybér optymalnej
metody immunizacji tych zwierzat, przydatnej do badan nad immunoprofilaktyka
fasciolozy.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto jako antygenu ekstraktu somatycznego Fasciola hepatica (EFh),
o zawarto$ci biatka 72,5%, uzyskanego wedlug Kenta (10) w modyfikacji Gund-
tacha (6).

Badania przeprowadzono na 52 szczurach rasy Wistar, w wieku 5 tygodni,
podzielonych na 5 grup. Zwierzeta 4 grup po 12 sztuk uodporniono podajgc: w
grupie I — domie$niowo po 5 mg EFh w 0,1 ml plynu fizjologicznego (pf); w gru-
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pie II — domigsniowo po 5 mg EFh w 0,06 ml pf z dodatkiem 0,05 ml niekomplet-
nego adjuwantu Freunda; w grupie III — podskérnie w stope po 5 mg EFh w
0,1 ml pf; w grupie IV — podskoérnie w stope po 5 mg EFh w 0,06 ml pf z do-
datkiem 0,05 ml niekompletnego adjuwantu. Pozostale 4 szczury stanowily grupe
kontrolna.

Po 2, 4, 6 tygodniach po immunizacji poddawano eutanazji po 4 zwierzeta
z grup doswiadczalnych, pobierajac krew w celu uzyskania surowicy oraz $ledziony
do wykonania testu zahamowania migracji komoérek. Szczury grupy kontrolnej
usmiercono w polowie doswiadczenia. Surowice uzyskane od zwierzat poszczegdl-
nych grup lgczono, liofilizowano i przetrzymywano w temp. 0°C.

Odczyn podwojnej dyfuzji (OPD) wykonywano wedlug Ouchterlony’ego
(12), stosujac 1% agaroze w buforze weronalowym o pH 82. Odleglosé miedzy
basenami o Srednicy 6 mm wynosila 7 mm. Do odpowiednich basenéw wkraplano
czterokrotnie koncentrowane surowice oraz antygen — EFh w pf o koncentracji
20 mg/ml.

Test zahamowania migracji komoérek sledziony (TZM) wykonywano wedlug
Pomorskiego (13) oddzielnie dla kazdego szczura. Indeks migracji obliczano
wg Wwzoru:
pole migracji komorek z dodatkiem antygenu

pole migracji komoérek bez antygenu
W ogparciu o uzyskane wyniki wyliczono $redni indeks hamowania komérek

dla danej grupy zwierzat.
WYNIKI

Przeprowadzona immunizacja nie wplyneta negatywnie na zachowa-
nie i kondycje uzytych do doswiadczen zwierzat. U szczuréw uodpornio-
nych EFh z dodatkiem adjuwantu nie obserwowano zmian zapalnych
w miejscu iniekeji.

Pojawienie sig¢ precypityn i ich wystepowanie w surowicach szczu-
row bylo zalezne od drogi podania antygenu oraz dodatku adjuwantu.
Podanie EFh domie$niowo bez adjuwantu (grupa I) nie prowadzilo do
powstania odpowiedzi humoralnej, poniewaz nawet w czterokrotnie kon-
centrowanych surowicach nie stwierdzono precypityn w ciggu calego
doswiadczenia. Natomiast krotkotrwale wystepowanie tych przeciwcial
formujgcych jedng linie precypitacyjng stwierdzono u szczurow grupy II
2 tygodnie po immunizacji domig$niowo EFh z dodatkiem adjuwantu.
Rowniez krétkotrwalg obecnosé precypityn, takze tworzgcych jedng linie
obserwowang tylko w 4 tygodniu, stwierdzono u szczurow grupy III po
podaniu EFh podskornie w stope. Najsilniej wyrazong odpowiedz humo-
ralng stwierdzono u zwierzat uodpornionych EFh podskornie w stope,
z dodatkiem adjuwantu (grupa IV), u ktérych precypityny zgrupowane
w 2 linie wystepowaly w 2 i 4 tygodniu po immunizacji (tab. 1).

W tescie zahamowania migracji komoérek S$ledziony w grupie I, tj.
zwierzat uodpornionych domie$niowo bez adjuwantu, stwierdzono w 4
tygodniu pobudzenie migracji komorek, a w pozostalych okresach badan
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wartosci indeksu migracji odbiegaly nieznacznie od wartosci uzyskanych
dla grupy kontrolnej. U zwierzat grupy II, uodpornionych tg samg dro-
ga, ale z dodatkiem adjuwantu, wartosci indeksu migracji byly w prze-
biegu calego doswiadczenia nieznacznie wyzsze od indeksu okreslonego
dla calej grupy kontrolnej. Natomiast w obu grupach szczuréw immuni-
zowanych podskoérnie w stope (grupy III i IV) wartosci indeksu migracji

Tab. 1. Wyniki odczynu podwdjnej dyfuzji — OPD (liczba linii precypitacyjnych)
oraz testu zahamowania migracji komérek $ledziony — TZM ($redni indeks mi-
gracji oraz *S) szczur6w uodpornionych EFh oraz kontrolnych
Results of double immunodiffusion test — DID (number of precipitin lines) and
spleen cells migration inhibition test — MIT (mean migration index and *SD) in
rats immunized with EFh and control

e B B
:E i Sposéb podania Tygodnie po immunizacji |
o PR | antygenu L 2 4 6 :
i OPD-DID TZU-NIT OPI-LID TZM-¥IT  OPD-DID TZU-KIT ¢
u&:::x:---.-x:----.--u------::: SEE T T L EEE S DR LR LR PR T 2 e Y i Lt T2 T S PR P PR
§ T | Domigéniowo 12 0 0,89%0,17 o 1,22%0,35 o© 0,85%0,23
i II | Domigéniowo
z adjuwentem 12 1 1,13%0,28 0 1,09%0,28 ° 0,97%0,10
III Podekérnie
w stope 12 o 1,12%0,10 1 1,36%0,24 ° 0,75%0,03
Iv Podskérnie w stope
z adjuwantem 12 2 1,86%0,16 2 1,79%0,13 o 0,64%0,02
Kontrola 4 0 0.901'0,05
v e

zachowywaly si¢ podobnie. W 2 i 4 tygodniu po uodpornieniu stwier-
dzono pobudzenie migracji komorek, wieksze w grupie zwierzat, ktora
otrzymata antygen z adjuwantem. W 6 tygodniu po uodpornieniu w obu
tych grupach nastgpilo wyrazne hamowanie migracji (tab. 1).

OMOWIENIE

Stwierdzono, ze stopien odpowiedzi immunologicznej szczuréw byt ni-
ski i krotkotrwaly. Badania wlasne wykazaly, ze stopien odpowiedzi hu-
moralnej na uodpornienie zalezal wyraznie od drogi podania antygenu
oraz ewentualnego dodatku adjuwantu. Najbardziej optymalng drogg po-
dania EFh u tego gatunku zwierzat jest iniekcja podskérna w stope, wy-
wolujagca powstawanie precypityn bez wzgledu na obecno$é adjuwantu.
Réwniez Howell (7), opierajagc si¢ na badaniach Binaghi i wsp.
(3), uwaza te droge wprowadzenia antygenu za bardziej efektywng niz
iniekcje domieéniowe lub dootrzewnowe. Autor ten, po dwukrotnej im-
munizacji szczuré6w w stope precypitatem uzyskanym przez inkubacje
metacerkarii F. hepatica w surowicy odpornosciowej, otrzymal w odezy-
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nie podwojnej dyfuzji 2 linie precypitacyjne, podczas gdy po podaniu
tych antygenéw dootrzewnowo i domiesniowo stwierdzono wystepowanie
tylko 1 linii (8).

Kontrowersyjna jest rola adjuwantu w procesie immunizacji zwierzat
przeciwko F. hepatica. Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze niekomplet-
ny adjuwant Freunda wplywal znaczgco na odpowiedz humoralng oraz
komoérkows, co wyrazalo sie miedzy innymi wczesniejszym pojawieniem
si¢ przeciwcial i ich diluzszym okresem wystepowania w grupach zwie-
rzat immunizowanych z dodatkiem tego preparatu. Jak wynika z pis-
miennictwa, cze$¢ autoréw nie obserwowata wplywu adjuwantu na sto-
pien odpornosci na zarazenie metacerkariami F. hepatica szczuréw immu-
nizowanych. Swiadczg o tym prace Howella i Sandemana (8) i
Hughesa i wsp. (9), ktorzy stosowali adjuwant kompletny, oraz D a-
vies i wsp. (9), ktérzy uzywali adjuwantu niekompletnego. Inni auto-
rzy uzyskali natomiast nieco odmienne rezultaty. Howell (7), Raja-
sekariah i wsp. (14) stwierdzili mianowicie, ze podanie szczurom kom-
pletnego adjuwantu Freunda bez antygenu prowadzilo takze do redukecji
liczby przywr w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wskazywaloby to na
niespecyficzng stymulacje ukladu obronnego zywiciela, w czym glowng
role odgrywajg prawdopodobnie w tym przypadku pratki, bedace jednym
ze skladnikow kompletnego adjuwantu. Powstanie takiej nieswoistej od-
pornosei na inwazje réznych gatunkéow pasozytéw udawalo sie wywolaé
podajgc zwierzetom BCG (16, 17).

Odrebnego oméwienia wymaga dynamika odpowiedzi komoérkowej po
przeprowadzonej immunizacji, Odpowiedz komoérkowa u zwierzat zara-
zonych F. hepatica rzadko byla przedmiotem badan, brak jest natomiast
zupelnie doniesien na ten temat w odniesieniu do zwierzat immunizowa-
nych. Autorzy tych nielicznych prac stosowali rézne modyfikacje testu
zahamowania migracji, uzywajac jako komorek wskaznikowych leukocy-
tow obwodowych, makrofagéw otrzewnowych lub komérek narzadéw
limfoidalnych. Wyniki cytowanych prac wskazujg na rozw6j odpowiedzi
komérkowej w przebiegu fasciolozy krolikow, swinek morskich, koz, owiec
i cielgt oraz na wysokg przydatnosé tego testu do badan stanu odpornosci
komérkowej (1, 2, 13, 15).

W badaniach wlasnych hamowanie migracji komorek, bedgce wymni-
kiem pojawienia sie populacji uczulonych limfocytéw u zwierzat immu-
nizowanych EFh, obserwowano jedynie w grupach szczuréw uodpornio-
nych podskornie w stope, przy czym w obu omawianych grupach hamo-
wanie migracji poprzedzone bylo silnym pobudzeniem migracji komorek.
Zjawisko to, takze poprzedzajgce bezposrednio okres hamowania migracji,
obserwowano m. in. w przebiegu fasciolozy krélikoéw i cielat, a takze u
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kurczat szczepionych przeciw chorobie Newcastle, jednak jego mechanizm
oraz swoisto$é nie sg calkowicie jasne (1, 11, 13).

Jak wynika z przeprowadzonych badan, odpowiedz humoralng i ko-
morkowsy obserwowano jedynie w grupach zwierzat uodpornionych pod-
skornie w stope, przy czym byla ona silniej wyrazona u szczuréw, ktéd-
rym podawano antygen wraz z adjuwantem. W zwigzku z tym wydaje
sie, ze podawanie antygenu tg drogg z dodatkiem adjuwantu powinno
by¢ metodg z wyboru w modelowych badaniach nad immunoprofilaktyka
inwazji F. hepatica u szczurdéw.

WNIOSKI

1. Jednorazowe podanie szczurom ekstraktu somatycznego F. hepatica
indukuje niskiego stopnia odpowiedZz humoralng, zalezng od drogi wpro-
wadzenia antygenu.

2. Dodatek do antygenu niekompletnego adjuwantu Freunda wplywa
znaczaco na wystepowanie w surowicy precypityn.

3. Hamowanie migracji komoérek sledziony, bedgce miernikiem stanu
odpowiedzi komoérkowej, obserwowano jedynie w 6 tygodniu po immuni-
zacji w grupach szczuréw uodpornionych podskérnie w stope, bylo ono
poprzedzone silnym pobudzeniem migracji komorek.

4. Optymalng drogg podania ekstraktu somatycznego F. hepatica w
celu wywolania u szczura odpowiedzi immunologicznej jest iniekcja pod-
skérna w stope.
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PE3IOME

Kpbic 1mopojasr Bucrtap mnoaBepriiM MMMYyHM3ALMM COMATMUYECKMM 9KCTPAKTOM
Fasciola hepatica (OFh), BBOAA €ro BHYTPUMBILIEYHO MJIM IIOJKOXKHO B cTony Oe3s
uau ¢ npubaBKOM HEKOMIIJIETHOrO axbioBanTta <Ppeinga. C npuMeneHueM peaxuuu
ABOMHOM aAnddy3mmu MM TecTa 3aTOPMOIKEHMS MUTpauuyu KJETOK Cejle3eHKM uepes
2, 4, 6 Hezeab IMOCJe MMMYyHM3aUUy ONPEAEeNAJM CTelleHb IyMOPaJbHOTO U KJETOY-
HOro oTseTa. JccienoBaHMA MOKa3ajyM HU3KMIA M KPATKOBPEMEHHBIN MMMYHOJIOTH-
4YeCcKMil OTBET Ha BBeJeHublx aHTureH, Hambosee ontumansHbIM nyTeM BBOja DFh
npu3Ha M IMOAKOZKHYI0 MHBEKUMIO B CTONY, BHI3LIBAIOIIYI0 KaK I'yMOpPajbHBLIM, Tak
n kaerouubni orser. Habmrojanyu rtakzxke Bamauue npmubaBKyM K aHTUTEHY HEKOM-
MJIeTHOrO ajgbloBaHTa PpenHjga Ha IPOAOJIKUTENHBHOCTH NOABJEHUA IPEIMUIUTAHORB
B CBHIBOPOTKAX MMMYHMU3UPOBAHHBIX IKMBOTHBIX.

SUMMARY

Wistar rats were immunized intramuscularly or subcutaneously into a foot-pad
with a somatic extract of Fasciola hepatica (EFh) with or without a Freund’s in-
cemplete adjuvant. The degree of humoral and cellular response was determined
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after 2,4 and 6 weeks in a gel double diffusion test and in a spleen cells migration.
inhibition test. A low and short lasting immunological response to the applied
antigen was found. For the most effective route of immunization with EFh, which
stimulated both humoral and cellular response, was admitted subcutaneous injection
of the antigen into a foot-pad. The influence of an incomplete Freund’s adjuvant
added into the antigen on the time of precipitin appearance in sera of immunized
animals was also observed.



