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Odpowiedz humoralna i komérkowa
w przebiegu do$wiadczalnej fasciolozy krélikéw

Humoral and Cellular Response in the Course of Experimental Fascioliasis in Rabbits

Pomimo licznego pi$miennictwa dotyczacego zjawisk immunologicznych w ukladzie zywiciele
~ Fasciola hepatica wiele mechanizméw obronnych jest nadal niejasnych. Intepretacj¢e wynikow
badan utrudniaja takze roznice metodyczne (gloéwnie przy uzyskiwaniu antygendw F. hepatica) oraz
bardzo wyraznie odmienny przebieg inwazji u poszczegélnych zywicieli. Jakkolwiek immunologia
uktadu krolik — F. hepatica byta przedmiotem wielu badan, to jednak nieliczne sa doniesienia na
temat odpowiedzi komorkowej u tego zywiciela.

Celem badar byto okreslenie dynamiki odpowiedzi immunologicznej u do§wiadczalnie zarazo-
nych motylica krélikéw, w zaleznosci od fazy inwazji, przy uzyciu jako antygenéw ekstraktow
somatycznego i metabolicznego F. hepatica.

MATERIAL I METODY

Materiat inwazyjny. Metacerkarie Fasciola hepatica uzyskano przy uzyciu laboratoryjnej
hodowli §limakoéw Galba truncatula.

Zwierzeta. Do badan uzyto 14 krolikow rasy szynszyl wagi 3,5 kg, klinicznie zdrowych,
wolnych od inwazji pasozytow.

Uktad doswiadczenia. Kroliki (w liczbie 10) zarazono motylicg podajac kazdemu per os po
50 metacerkarii, pozostale 4 stanowily kontrolg. Krew od krolikéw zarazonych i kontrolnych do
badan serologicznych pobierano z zyly usznej w odstgpach tygodniowych. Od 40 dnia do$wiadczenia
0 2 dni pobierano kat do badar parazytologicznych. Zarazone kréliki u$miercano parami 14, 35, 56,
76 i 105 dnia po zarazeniu, poddajac je dokladnym badaniom sekcyjnym i pobierajac $ledziony
bedace zrodiem komorek do testu hamowania migracji. Dwa kréliki kontrolne u$miercono
W momencie rozpoczecia do§wiadczenia, a pozostale dwa w momencie zakorczenia, tj. 105 dnia.

Metody parazytologiczne. Badania kalu metoda dekantacji oraz sekcj¢ parazytologiczng
wykonywano wedlug ogolnie przyjetych zasad.

Antygeny. W badaniach postuzono sig¢ jako antygenami: odtluszczonym ekstraktem somaty-
cznym dojrzatych piciowo F. hepatica (EFh) oraz ekstraktem metabolicznym (ES) stanowigcym
produkty przemiany materii zywych przywr. Ekstrakty uzyskano wediug procedury opisanej we
wczesniejszych pracach (5, 6, 10).
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Odczyny. W celu okreslenia dynamiki przeciwcial wykonano odczyn immunoelektroforezy
(wedug ogolnie przyjetych zasad). Dynamike odpowiedzi komoérkowej okreslono testem zahamo-
wania migracji komorek §ledziony, testem jednostopniowym oraz dwustopniowym wedtug techniki
opisanej przez Pomorskiego (9).

WYNIKI
BADANIA PARAZYTOLOGICZNE

Badaniami koproskopowymi stwierdzono, ze okres prepatentny inwazji F.
hepatica u krolikow wynosit 56-60 dni. W wyniku badan sekcyjnych u wszyst-
kich poddanych zarazeniu krolikoéw znaleziono w watrobach motylice, a inten-
sywnos$¢ inwazji wahata si¢ od 2 do 11 egzemplarzy, co stanowilo 4-22%
podanych metacerkarii (tab. 1).

Tab. 1. Wyniki badan parazytologicznych
Results of the parasitological investigations

Numer Liczba podanych Sekcja — dni Intensywnos$¢ | Procent podanych
kroélika metacerkarii PO zarazeniu inwazji metacerkarii
1 50 14 2 4
2 50 14 4 8
3 50 35 3 10
4 50 35 6 12
5 50 56 8 16
6 50 56 4 8
7 50 7 7 14
8 50 77 8 16
9 50 105 9 18
10 50 105 11 22
Kontrola 0 0 0 0
Kontrola 0 0 0 0
Kontrola 0 0 0 0
Kontrola 0 0 0 0

BADANIA IMMUNOLOGICZNE

Dynamike¢ odpowiedzi humoralnej wyrazajaca si¢ liczba linii precypitacyj-
nych w odczynie immunoelektroforezy przedstawiono w tab. 2. Precypityny
wykazano z obydwoma uzytymi antygenami od 3 tygodnia po zarazeniu.
Najwigcej linii stwierdzano w okresie patentnym inwazji. Wigcej linii formowat
ekstrakt somatyczny F. hepatica niz ekstrakt metaboliczny.

Dynamika odpowiedzi komorkowej byla podobna w obu stosowanych
testach (jedno- lub dwustopniowy), ale jednoczes$nie rézna dla uzytych an-
tygenéw (tab. 3, ryc. 1). Populacje uczulonych komorek stwierdzono wczesniej
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Tab. 2. Wyniki odczynu immunoelektroforezy
Results of the immunoelectrophoresis

Dzien inwazji

Liczba linii precypitacyjnych formowanych przez surowice poszczegolnych
krolikoéw z antygenami

EFh ES
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Tab. 3. Wyniki testu zahamowania migracji
Results of the migration inhibition test
Indeks migracji
Numer Dzien Intensyw- EFh ES
krolika inwazji  |no$¢ inwazji
3¢ I1° o 1I°
1 14 ) 0,878 0,830 0,847 0,804
2 14 4 0,734 0,760 0,683 0,612
3 5] 5 0,686 0,706 0,510 0,623
4 35 6 0,612 0,674 0,586 0,595
5 56 8 0,560 0,512 0,660 0,630
6 56 4 0,550 0,520 0,650 0,620
7 77 7 0,525 0,515 0,690 0,640
8 77 8 0,510 0,490 0,670 0,610
9 105 9 0,480 0,490 0,710 0,740
10 105 11 0,450 0,470 0,720 0,760
Kontrola 0 1,070 1,014 0,980 0,960
Kontrola 0 1,005 1,020 0,996 0,982
Kontrola 0 0,993 1,012 0,914 0,948
Limlrola 0 0,962 0,990 0,976 0,983
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przy uzyciu ekstraktu metabolicznego, a najnizszy indeks migracji dla tego
antygenu obserwowano 35 dnia inwazji. Natomiast w przypadku ekstraktu
somatycznego notowano stopniowe obnizanie si¢ indeksu migracji, a najnizsze
wartosci uzyskano w 105 dniu dos§wiadczenia.

OMOWIENIE

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze uktad immunologiczny
krolika reaguje na inwazj¢ F. hepatica powstaniem i rozwojem odpowiedzi
humoralnej i komorkowej, ktorych dynamika ksztaltuje si¢ odmiennie.

W przypadku odpowiedzi humoralnej antygeny obydwu uzytych ekstraktow
byly podobnie aktywne w poczatkowej fazie inwazji, natomiast od 12 tygodnia
wiecej linii precypitacyjnych obserwowano dla antygenu somatycznego. Powy-
zsze obserwacje dotyczace dynamiki precypityn i aktywnosci uzytych antygenow
w przebiegu inwazji motylicy u krolikow sa zgodne z wezesniejszymi badaniami
wlasnymi i danymi z piSmiennictwa (2, 4). Dynamika przeciwcial przeciw-
motyliczych u krolikow jest odmienna od stwierdzonej u zwierzat innych
gatunkéw, bowiem u owiec, bydla i szczur6w po osiagni¢ciu maksymalnego
poziomu pod koniec okresu prepatentnego, w okresie patentnym nast¢puje
ewidentny spadek poziomu przeciwciatl (5, 7, 10).

U zarazonych krolikéw obserwowano pojawienie si¢ uczulonej populacji
komorek juz 14 dnia inwazji, a uzyskane indeksy migracji wskazuja na wyzsza
aktywnos$¢ w tym czasie antygenow metabolicznych. Na uwagg zastuguje fakt, ze
w surowicach badanych zwierzat nie wykazano wtedy obecnosci przeciwcial
precypitujacych. Podobnie wczesne pojawienie si¢ uczulonej populacji komoérek
obserwowali Vernesi wsp. (11), ktorzy w przebiegu doswiadczalnej inwazji F.
hepatica u $winek morskich stwierdzali hamowanie migracji 15 dnia po
zarazeniu. Znacznie pOzniej hamowanie migracji obserwowano w przebiegu
doswiadczalnej inwazji u zywicieli innych gatunkow, cielat i szczuréw (1, 9, 10).

U badanych krolikéw od 35 dnia stwierdzano obnizenie si¢ indeksow
migracji wskazujace na rozwoj odpowiedzi komoérkowej, a uzyskane nizsze
wartosci indeksow dla antygen6w ekstraktu metabolicznego sugeruja istotng
role produktow przemiany materii w procesie indukcji tego typu odpowiedzi
immunologicznej. Od 56 dnia inwazji obserwowano stopniowy wzrost indeksow
migracji komorek w obecnosci antygenoéw metabolicznych, ktoremu towarzy-
szylo obnizanie si¢ indeksOw migracji dla antygenow ekstraktu somatycznego.

Z porownania indeksO6w migracji oraz wynikéw odczynu immunoelekt-
roforezy z dwoma ekstraktami wynika, ze w poczatkowej fazie inwazji od-
powiedz immunologiczna jest indukowana gléwnie produktami przemiany
materii pasozyta, natomiast w fazie pOzniejszej wyzsza aktywnos¢ wykazuje
ekstrakt somatyczny (ryc. 1).
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Ryc. 1. Wyniki odczynu immunoelektroforezy i testu zahamowania migracji
Results of the immunoelectrophoresis and the migration inhibition test

Pomimo silnie wyrazonej odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciw-
ko F. hepaticau krolikow stwierdza si¢ zwykle niskga odpornos$¢ na reinwazj¢ lub
superinwazje (3, 8). Niektorzy autorzy sugeruja, ze przeciwciala indukowane
przez przywry, pomimo ich wysokiego poziomu, s3 nie protektywne. Nie do
konca jest wyjasniony problem, dlaczego tak silnie wyrazona odpowiedz

‘komérkowa nie chroni krolikow przed zarazeniem. By¢ moze u innych zywicieli,

u ktérych obserwuje si¢ silng odporno$¢ na reinwazj¢ lub superinwazjg, takich
jak bydlo i szczury, obrona koncentruje si¢ w miejscach zapewniajacych
skuteczng eliminacje¢ przywr, np. w §cianie jelita i jamie otrzewnowej. Mozliwe,
ze u tych zywicieli w ograniczaniu inwazji motylicy biora udzial nieznane jeszcze
czynniki nieswoiste.
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SUMMARY

In chinchilla rabbits experimentally invaded with 50 metacercariae of Fasciola hepatica humoral

response was determined immunoelectrophoretically and cellular response by the one and two step
test of inhibition of spleen cells migration using somatic and metabolic antigens. Precipitins have
appeared since 21st day after invasion and the highest number of precipitin arcs appeared from 7-8
weeks up to the end of observations i.e. to the 105th day. A decrease in migration indices pointing to
development of cellular response was noted since the 14th day after invasion. The lowest values of
these indices were obtained for somatic extracts of F. hepatica. Comparison of migration indices and
immunoelectrophoretic analysis showed that in early phase of fascioliasis in rabbits an immune
response is induced mainly by F. hepatica metabolites and in patent phase of invasion somatic
antigens are more active.



