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Dynamika przeciwcial homocytotropowych w przebiegu doswiadczalnej inwazji
Fasciola hepatica u owiec i bydla oraz préba alergicznej diagnostyki fasciolozy

Dynamics of Homocytotropic Antibodies in the Course of Experimental Fasciola hepatica Invasion
in Sheep and Cattle and a Trial of Allergic Diagnosis of Fascioliasis

Z dotychczasowych badan zjawisk immunologicznych w przebiegu inwazji motylicy wynika, ze
przeciwciata homocytotropowe stwierdzano u doswiadczalnie zarazonych cielgt i szczurow (2, 3,4, 5,
13). Brak jest natomiast danych dotyczacych dynamiki i charakterystyki przeciwcial homocytot-
ropowych u zarazonych motylica owiec, chociaz wiadomo, ze w przebiegu inwazji innych pasozytow
przeciwciala te wystgpuja u zwierzat tego gatunku (1, 16). Na mozliwo$c ich wystgpowania u owiec
zarazonych motylicag wskazuje charakter odczynu skornego obserwowany podczas prob alergicznej
diagnostyki tej inwazji (10, 11).

Celem badan bylo prze$ledzenie dynamiki przeciwcial homocytotropowych indukowanych
doswiadczalng inwazjg motylicy u owiec i cielat, charakterystyka fizykochemiczna tych przeciwcial
oraz proba diagnostyki alergicznej tej inwazji u wymienionych gatunkow zwierzat.

MATERIAL I METODY

Zwierzeta. Do badan uzyto 5 owiec zarazonych metacerkariami Fasciola hepatica w dawce
20/kg mc oraz 3 wolne od inwazji. Na podstawie wynikow badania sekcyjnego wykonanego 135 dnia
do$wiadczenia zwierz¢ta podzielono na trzy grupy: grupa I o wysokiej intensywnosci inwazji (424,
425 motylic), grupa Il o nizszej intensywnosci inwazji (101, 139, 193 przywry), grupa kontrolna
- wolna od inwazji. Osiem cielat zarazono podajac po 600 metacerkarii F. hepatica, a 4 zwierzgta
niezarazone stanowily grupe¢ kontrolng. Na podstawie badania sekcyjnego wyodregbniono dwie
grupy do$wiadczalne: grupa I o §redniej intensywnosci inwazji — 32 motylice (26, 30, 32, 41), grupa I1
o intensywnosci inwazji — 18 przywr (12, 27, 21, 21). Do badan uzyto takze 40 owiec i 56 krow
podejrzanych o naturalne zarazenie motylica watrobowa.

Surowice. Od owiec zarazonych F. hepatica i kontrolnych surowice pobierano w odstgpach
tygodniowych do 77 dnia do$§wiadczenia, a nast¢gpnie dwutygodniowych do 133 dnia. Surowice od
cielat pobierano w odstgpach tygodniowych do 70 dnia inwazji, a nastgpnie dwutygodniowych do
126 dnia. Do testow uzywano mieszaniny liofilizowanych surowic owiec lub cielat poszczegolnych
grup.
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Antygeny. Do badan uzyto ekstraktu somatycznego F. hepatica (EFh), {rakcji 11l EFh, [rakcji
I1I ekstraktu metabolicznego (E 1II), ekstraktéw somatycznych przywr Paramphistomum sp. (EPs)
i Dicroceoelium dendriticum (EDd) uzyskanych wedtug metod opisanych uprzednio (9).

Metody badan. Metod¢ dekantacji wykonywana zgodnie z ogdlnie przyjetymi zasadami
stosowano u zwierzat podejrzanych o naturalne zarazenie motylica oraz okreslano diugosci okresu
prepatentnego inwazji u zwierzat doswiadczalnych. Parazytologiczne badania sekcyjne mialy na celu
okreslenie intensywnosci eksperymentalnej lub naturalnej inwazji motylicy u zwierzat uzytych do
badan.

Odczyn biernej skornej anafilaksji wykonywano wediug D oylea (4, 5). Surowice do§wiadczalne
zarazonych owiec lub cielagt wprowadzano $rodskornie 2 owcom lub 2 cielgtom wolnym od inwazji,
w wygolona skorg bokow ciata, w ilosci 0,2 ml, nierozcieniczone oraz rozcienczone —owcze: 1/4, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256; cielece: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32. Po 72 godz. zwierzgtom podawano
dozylnie ekstrakt EFh wdawce 100 pg biatka/kg mc oraz 1% jatlowy roztwor bigkitu Evansa w dawce
1 ml/5 kg mc. Po 15-30 min. po iniekcji antygenu i barwnika oceniano zmiany zabarwienia skory
w miejscach wprowadzenia surowic, poszukujac najwyzszego rozcienczenia surowicy dajacego
wyrazne zabarwienie. W celu kontroli dokonywano na tych samych zwierzgtach iniekcje $rodskorne
surowic owiec lub cielat wolnych od inwzaji oraz 1% roztwoér peptonu.

Charakterystyke przeciwcial homocytotropowych okreslano na podstawie ich wrazliwosci na
ogrzewanie w temp. 56°C i redukcj¢ dwumerkaptoetanolem (2-ME) (8).

Odczyn skérny. Owcom podejrzanym (w liczbie 40) o naturalne zarazenie F. hepatica
wprowadzano §rodskornie w dolng powieke 0,1 ml ekstraktu somatycznego EFh (tj. 20 pg biatka) lub
jego frakcje EFh III (15 pg biatka). W druga powieke podawano 1% roztwoér peptonu. Zwierzgta
obserwowano przez 72 godz. oceniajagc zmiany w miejscach iniekcji antygenow. Krowom (56)
podawano §rodskornie w szyje lub fald ogonowy po 0,2 ml roztworu EFh, jego frakcj¢ EFh III lub
(rakcje III ekstraktu metabolicznego E. Zmiany skory oceniano 30 min. po wprowadzeniu
antygenow. Obserwacje kontynuowano przez 72 godz. Za wyniki dodatnie przyjmowano u owiec
pojawienie si¢ obrzeku powieki, po 20 min. powigkszajacego si¢ i osiggajacego szczytowe nasilenie
w 4 godz. po iniekcji (1-5 godz.). Po 6-7 godz. od momentu iniekcji obserwowano cofanie si¢
obrzgku, ktory po uptywie 12 godz. zupetnie znikat. Odczyn ujemny charakteryzowatl si¢ zgrubieniem
w miejscu iniekcji gingcym po 1 godz. U cielat dodatni odczyn skorny manifestowat si¢ pojawieniem
po 15-30 min. plaskiego obrzgku. Poczatkowo obrzgk ten o ostro zarysowanych brzegach osiggat
szczytowe nasilenie (grubo$¢ 30-40 mm) w 3 godz. po iniekcji (2-4 godz.), a cofanie si¢ obrzgku
nastgpowato stopniowo po uplywie 5 godz. i trwalo u niektoérych zwierzat do 30 godz. po iniekciji.
Wynik watpliwy charakteryzowat si¢ powstaniem po 30 min. matego (o grubosci 10-15 mm) obrzgku
zanikajacego po uplywie 2-3 godz. Powstanie jedynie niewielkiego zgrubienia skory, utrzymujacego
si¢ tylko ok. 30 min. i catkowicie zanikajacego po 1-1,5 godz. §wiadczylo o wyniku ujemnym.

OMOWIENIE WYNIKOW

Wyniki odczynu biernej skornej anafilaksji wykazaty obecno$¢ w surowicach
zarazonych motylica owiec i cielat przeciwcial posiadajacych zdolno$¢ taczenia
si¢ z pewnymi komoérkami organizmu tzw. komoérkami docelowymi. Wy-
stepowanie tych przeciwcial — homocytotropowych warunkuje obecno$¢ stanu
nadwrazliwosci typu wczesnego.

Dynamika przeciwcial homocytotropowych w przebiegu inwazji motylicy
u owiec charakteryzuje si¢ dwufazowoscia (tab. 1). Pierwsza, stosunkowo krotka
faza, trwajaca tylko od 2 do 6 tygodni inwazji, cechuje si¢ pojawieniem tych



Tab. 1. Dynamika przeciwcial homocytotropowych w przebiegu doswiadczalnej inwazji Fasciola hepatica u owiec i bydla

Dynamics of homocytotropic antibodies in the course of experimental Fasciola hepatica invasion in sheep and cattle

Miana
Zwierzeta Tygodnie inwazji
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 15 17 19
Owece gr. 1 0 n 1/4 1/256 | 1/256 | 1/256 | 1/16 1/8 1/4 1/4 1/16 1/16 1/4 n n
Owce gr. 11 0 n n 1/64 | 1/128 | 1/128 | 1/16 1/8 1/4 1/4 1/8 1/8 1/4 n n
Bydio gr. 1 0 0 0 n n n n n n n n n n 1/8 -
Bydto gr. 11 0 0 0 n n n n n n n n n n 1/4 -

n - surowica nierozcienczona
n - undiluted serum
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przeciwciat i wzrostem ich poziomu do maksymalnych wartosci w 4-6 tygodniu.
Okres ten odpowiada poczatkowej fazie migracji pasozytow w miazszu wat-
robowym i maksymalnej stymulacji antygenowej, czego wyrazem jest rowniez
wysoki poziom innych przeciwcial obserwowany we wczesniejszych badaniach
(8). W nastgpnej fazie trwajacej od 7 tygodnia inwazji do konca okresu
prepatentnego (71-73 dni), a takze w okresie patentnym (poza przejsciowym
niewielkim wzrostem poziomu w 11-13 tygodniu inwazji), ma miejsce stopniowy
spadek miana przeciwcial. Wydaje si¢ on by¢ nie tylko nast¢pstwem przechodze-
nia przeciwcial homocytotropowych z lozyska naczyniowego i osadzania si¢ na
komorkach docelowych, ale rowniez w okresie patentnym inwazji spadkiem ich
syntezy w nastgpstwie ogolnie nizszej stymulacji antygenowej (8).

Wplyw intensywnosci inwazji na poziom tych przeciwcial byl niewielki
1 przejawial si¢ nieco wyzszymi mianami w surowicach owiec grupy I (tab. 1).

Odmienng od obserwowanej u owiec dynamike¢ przeciwcial homocytot-
ropowych stwierdzono u cielat zarazonych motylica (tab. 1). Pojawienie si¢ tych
przeciwcial stwierdzono w 4 tygodniu po zarazeniu. W dalszym okresie inwazji
niski poziom przeciwcial utrzymywat si¢ do 15 tygodni po zarazeniu, co byé moze
$wiadczy o niewielkim stopniu ich syntezy. W ostatnich tygodniach do$wiad-
czenia notowano wzrost poziomu tych przeciwcial wyrazajacy si¢ dodatnimi
odczynami z surowicami zarazonych zwierzat w rozcienczeniu 1/4-1/8.

Powyzsze obserwacje wlasne potwierdzaja wyniki badan Doylea (4), ktory
wzrost poziomu tych przeciwcial obserwowal od 16 tygodnia inwazji, a ich
maksymalny poziom w 24-28 tygodniu po zarazeniu. Wzrost ten moze byc¢
spowodowany zwigkszona synteza przeciwcial, ale rOwniez nie mozna wy-
kluczy¢, ze jest to nastgpstwo zmniejszenia populacji komorek docelowych
w wyniku ich degranulacji, np. w nastgpstwie reakcji na ich powierzchni
antygenoéw F. hepatica + przeciwciala homocytotropowe.

Stwierdzone w surowicach owiec i cielat przeciwciala homocytotropowe
okazaly si¢ termolabilne i wrazliwe na redukcje dwumerkaptoetanolem (tab. 2,
3). Dane te potwierdzaja obserwacje Doylea (4) i jednocze$nie wskazuja na
podobienstwo ich wlasciwosci do ludzkich IgE (14).

Tab. 2. Wplyw temperatury na aktywno$¢ przeciwcial homocytotropowych
Effect of temperature on activity of homocytotropic antibodies

Czas ogrzewania (w godz.) w temp. 56°C
0 0,5 1 2 4
Najwyzsze miano surowicy reagu-
jacej dodatnio w odczynie biernej
skornej analilaksji owce 1/64 1/64 1/16 1/4 0
bydto 1/4 n + = i

n — surowica nierozcienczona
n — undiluted serum
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Tab. 3. Wplyw redukcji dwumerkaptoetanolem na aktywnos$¢ przeciwcial homocytotropowych
Effect of the reduction with dimercaptoethanol on activity of homocytotropic antibodies

Najwyzsze miano surowicy dajacej dodatni wynik
g w odczynie biernej skornej anafilaksji
n 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
Owce normalna + + + + + +
redukowana 2ME + + - - . =
Bydio normalna + + -5 - e -
redukowana 2ME -~ - £ e 4l £

W badaniach wlasnych nie stwierdzano reakcji dodatnich w odczynie biernej
skornej anafilaksji z podanymi w celach kontrolnych surowicami pochodzacymi
od zwierzat wolnych od inwazji, jak rowniez z podanym jako antygen peptonem.

U owiec do odczynu $rodskornopowiekowego jako antygenow uzyto eks-
traktu somatycznego EFh oraz jego frakcji EFh III, ktora — jak wykazano
w badaniach wczesniejszych — zawierala swoiste rodzajowo antygeny funkc-
jonalne motylicy (9). Z ogolnej liczby 40 owiec podejrzanych o zarazenie
motylica odczynem skérnym inwazje motylicy wykryto u 29 owiec, co potwier-
dzono badaniem sekcyjnym. U pozostalych 11 owiec, u ktorych uzyskano
ujemny odczyn, nie znaleziono przywr (tab. 4).

Tab. 4. Wyniki odczynu skornego i sekcji owiec
Results of intradermal test and post-mortem examinations of sheep

[iczba badanyeh e e Proba skorna Badanie sekcyjne
owiec - - inwazja motylicy wolne

20 EFh 15 5 15 5

20 EFh 111 14 6 14 6

U bydta dodatni odczyn skorny z ekstraktem EFh i frakcjami EFh I11 i E 111
uzyskano u 23 krow (na 31 badanych). W wyniku sekcji majacej na celu
konfrontacj¢ wynikow odczynu z faktycznym stanem inwazjologicznym zwie-
rzat stwierdzono, ze sposrod 23 kréw z dodatnim odczynem skornym u 20
wykzano inwazj¢ motylicy (z obecnos$cia Zywych motylic), a u pozostalych
3 stwierdzono wyrazne zmiany poinwazyjne w watrobie. U pozostalych zwierzat,
reagujacych w odczynie ujemnie, nie stwierdzono inwazji F. hepatica. W od-
czynie skornym z ekstraktami heterologicznymi EPs i EDd wykonanym na
5 zamotyliczonym krowach tylko w 1 przypadku uzyskano wynik watpliwy
(tab. 5).

Wyniki badan wlasnych dotyczace charakteru odczynu skornego wystepuja-
cego u owiec i bydla naturalnie zarazonych motylica wskazuja, ze odczyn ten ma
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Tab. 5. Wyniki odczynu skérnego i sekcji bydia
Results of intradermal test and post-mortem examinations of cattle

Odczyn skorny
Liczba zwierzat | Antygen Satibang F. hepatica | zmiany poinwazyjne wolne

12 nnl Bl g - el 7 FS T

20 EFh 10 0 0 2 3 0 5

10 EFh III 5 0 0 1 2 0 2

10 E III 5 0 0 1 2 0 2

8 EDd 0 1 3 0 7 0 2

8 EPs 0 0 4 0 2 0 2

przede wszystkim charakter odczynu wczesnego, jednakze obserwowane powol-
ne zanikanie zmian, trwajace do 30 godz. po iniekcji antygenu, sugeruje o udziale
rowniez komponenty komorkowe;.

Dane z literatury dotyczace tego zagadnienia sg catkowicie zgodne. Dominu-
jacy wczesny charakter odczynu skornego obserwowali Patnaik i Das (12),
Varejecko (15) i inni, a na udziat komponenty komorkowej wskazuja wyniki
badan Fricka (7), Flagstad i wsp. (6).

Obserwowany w badaniach wlasnych dominujacy obraz odczynu skérnego
typu wczesnego uwarunkowany wydaje si¢ by¢ nie tylko obecno$cia przeciwciat
homocytotropowych (typ I reakcji alergicznej), ale rowniez — jak mozna
przypuszcza¢ — aktywnymi kompleksami antygen + przeciwcialo humoralne
(typ Il reakciji alergicznej) (4). Natomiast mniejsze znaczenie w $wietle przytoczo-
nych danych mozna przypisa¢ typowi I'V reakcji uwarunkowanemu obecnoscia
swoiscie uczulonej populacji komorek.

Uzyskane wyniki badan odczynu skornego wskazuja na mozliwosc alergicz-
nej diagnostyki fasciolozy i wysoka czulo$¢ tego odczynu. Odczyny dodatnie dla
ekstraktu EFh oraz swoistych frakcji EFh III 1 E III uzyskano u wszystkich
zwierzat, u ktorych sekcyjnie potwierdzono obecno$¢ zywych pasozytow.
Obserwowane reakcje dodatnie u zwierzat wykazujacych zmiany poinwazyjne
wskazuja na utrzymywanie jeszcze przez pewien okres po $Smierci motylic stanu
uczulenia nawet przez okres 9 miesigcy (15). Natomiast ujemne wyniki odczynu
u zwierzat wolnych od inwazji po podaniu swoistych frakcji podkreslaja
przydatno$¢ tych frakcji jako antygenow do alergicznej diagnostyki fasciolozy.

PISMIENNICTWO

1. Curtain C. C., Anderson N.: Parasite antigens and host antibodies in Ostertagia
circumcincta infection of the sheep. Int. J. Parasit. 2, 449, 1972.

2. Doy T. G., Hughes D. L., Harness E.: Hypersensitivity in rats infected with Fasciola
hepatica: lack of correlation between reaginic antibody levels and rejection of flukes. Res. Vet.
Sci. 30, 357, 1981.



Dynamika przeciwcial homocytotropowych w przebiegu... 7

3. Doy T. G., Hughes D. L., Harness E.: Hypersensitivity in rats infected with Fasciola
hepatica: possible role in protection against a challenge infection. Res. Vet. Sci. 30, 360, 1981.

4. Doyle J. J.: Homocytotropic antibodies induced in calves by infection with Fasciola hepatica.
Int. Arch. Allergy 45, 744, 1973.

5. Doyle J. J.: Skin hypersensitivity reactions induced in calves by experimental infections with
Fasciola hepatica. Int. Arch. Allergy 45, 752, 1973.

6. Flagstad T., Andersen S., Nielsen K.: The course of experimental Fasciola hepatica
infection in calves with a deficient cellular immunity. Res. Vet. Sci. 13, 468, 1972.

7. Frick W.: Zum immunologischen Nachweis der Rinderfasciolose. Arch. exp. Vet. Med. 22,
1011, 1968.

8. Gundtach J. L.: Badania immunologiczne w przebiegu fasciolozy owiec i bydla. Rozprawa
habilitacyjna AR, Lublin 1977.

9. Gundtach J. L.: Badania immunologiczne w przebiegu fasciolozy owiec i bydla. Czes¢ 1.
Antygeny Fasciola hepatica, ich charakterystyka i wiasciwosci immunologiczne. Annales
UMCS, sect. DD 40, 101, 1985.

10. Jochontow B. W.: K woprosu o specificznosti polisacharydnowo antigena iz fascioly
obyknowiennoj. Med. Zywot. Uzb. 5, 61, 1968.

11. Jochontow B. W.: K woprosu immuno-biotogiczeskoj diagnostki fascioleza. Wsech. Sb.
Skol. i Biol. Ziw. Uzbekistana, Taszkient 88, 1969.

12. Patnaik B., Das H. M.: Diagnosis of fascioliasis in cattle by intradermal allergic test. Cornell

L Vel N17113, 1961,

13. Sadzikowski A.: Badania immunologiczne w przebiegu eksperymentalnej inwazji Fasciola
hepatica u szczurow. Annales UMCS, sect. DD 39, 91, 1984.

14. Stanworth D. R.: Immunoglobulin E (reagin) and allergy. Nature 223, 310, 1971.

15. Varejecko J.: Persistence of allergy in fascioliasis cattle after treatment. Sb. Vys. Sk. Zemed.
Brno 14, 137, 1966.

16. Williams B. M.: Homocytotropic antibody to Coenurus cerebralis antigen in sheep. Br. Vet. J.
131, 361, 1975.

SUMMARY

Passive anaphilactic cutaneous test was to determine dynamics of homocytotropic antibodies in
sera of experimentally infected by F. hepatica sheep and calves. In sheep antibodies appeared 2 weeks
after invasion, attained their peak at 4-6 weeks and slowly disappeared starting from the 7th week
alter invasion. In calves homocytotropic antibodies appeared 4 weeks alter invasion, their low level
was noted up to 15 weeks of the experiment and they increased at the 17th week. Antibodies were
thermolabile and sensitive to 2-mercaptoethanol.

In sheep and cattle naturally infected by F. hepatica develops an early cutaneous allergic reaction.
By means of intradermopalpebral test with EFh and EFh 111 antigens invasion of the liver fluke was
determined in 29 sheep, which was confirmed by post-mortem examinations. Other 11 sheep with
negative allergic test were free of F. hepatica. In 23 out of 31, cows fascioliasis was diagnosed by the
skin allergic test with extract EFh and with fractions EFh Il and E II1. In 20 cows fascioliasis was
diagnosed by post-mortem examination and in 3 cows post-invasive lesions in livers were noted.

The results point to a possibility of diagnosis in sheep and cattle fascioliasis by using the allergic
test.



