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Streszczenie

Fascioloza stanowi powazny problem w hodowli przezuwaczy, gdyz jest przy-
czyng duzych strat ekonomicznych zaréwno w Polsce jak i na Swiecie. Zwieksza si¢
rowniez zagrozenie inwazjami Fasciola hepatica u ludzi. Szerokie zastosowanie
chemioterapii w zwalczaniu tej przywry prowadzi do zanieczyszczen srodowiska
oraz do powstania lekopornosci pasozyta na najczesciej stosowane leki.

W swietle tych spostrzezen od wielu lat podejmowane sg proby immunoprofi-
laktyki fasciolozy. W chwili obecnej nie ma skutecznej szczepionki przeciwko cho-
robie motyliczej mimo testowania wielu rodzajéw antygenéw izolowanych gléwnie
z produktow ekskrecyjno-sekrecyjnych lub biatek somatycznych przywry.

W ostatnich latach coraz czg¢sciej korzysta si¢ z metod biologii molekularnej do
otrzymywania antygendw pasozytniczych oraz wykorzystania ich jako szczepionek
w formie cDNA wklonowanego w eukariotyczne wektory ekspresyjne. Moga one
by¢ podawane domig¢sniowo, podskérnie, Srédskérnie, donosowo, a droga wprowa-
dzenia konstruktu szczepionkowego ma wplyw na rodzaj i poziom wywolywane;
odpowiedzi immunologicznej szczepionego organizmu.

Celem podj¢tych badan byto sprawdzenie wptywu formy rekombinowanego an-
tygenu, jego dawki, miejsca podania oraz procedury immunizacji na odpowiedZ im-
munologiczng szczepionych zwierzat po zarazeniu F. hepatica.

Badania przeprowadzono na szczurach, bedacych laboratoryjnym zywicielem
modelowym wykorzystywanym do badan odpowiedzi immunologicznej bydta na
Inwazj¢ motylicy watrobowe;.

W doswiadczeniu, jako antygen wykorzystano rekombinowang transferaze-S-
glutationowg (GST) F. hepatica w formie biatka oraz cDNA.
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Eksperyment przeprowadzono na szczurach wsobnego szczepu Spraque Daw-
ley, podzielonych na 8 grup doswiadczalnych. Przeprowadzono immunizacj¢ drogg
pokarmowa (grupa II), donosowg (grupa VI) oraz domig¢sniowg (grupy L, IIL, IV, V),
stosujac jednorazowy lub dwukrotny schemat szczepienia szczurow cDNA enzymu
(grupy IV-V), jak réwniez zmian¢ formy antygenu w kolejnych immunizacjach
(grupy I i IIT). Druga dawke antygenu podawano po uptywie 28 dni od pierwszej
immunizacji. W miesiac po ostatniej immunizacji szczury zarazano dozotgdkowo
dawka 30 metacerkarii F. hepatica. Kontrol¢ eksperymentu stanowity 2 grupy
szczuréw (VII i VIII) nie immunizowanych, z ktérych jedna (VII) zostata zarazona
taka sama dawka metacerkarii i w tym samym czasie jak szczury immunizowane.

Badania sekcyjne przeprowadzano w 1, 51 9 tygodniu po zarazeniu. W grupie
[ stwierdzono statystycznie istotne zmniejszenie liczby przywr o 62,1%.

W grupie szczur6w szczepionych dwukrotnie, doustnie biatkiem GST po 0,3 mg
na szczura zaobserwowano redukcje liczby przywr o 33,8% w poréwaniu z kontro-
la. W grupie szczuréw szczepionych dwukrotnie, domigsniowo 50 ug biatka GST
podczas pierwszej immunizacji oraz 50 ug cDNA GST podczas drugiego podania
antygenu, otrzymano najwyzszy w calym doswiadczeniu poziom protekcji — 71%.
Nie wystepowaly istotne r6znice w liczbie przywr w watrobie pomigdzy grupami
szczuréw szczepionych cDNA (grupa IV i V), ale nastgpito zmniejszenie populacji
przywr o 49-55%, analogicznie. Analiza uzyskanych wynikow wykazata, ze po-
ziom odpornosci szczuréw na inwazj¢ F. hepatica zalezal przede wszystkim od for-
my antygenu i drogi podania. Najwyzszy poziom odpornosci na zarazenie wykazy-
waly szczury, ktérym podano domigsniowo biatko GST jako pierwszg dawke 1im-
munizacyjng a nastepnie rekombinowany wektor ekspresyjny, niosagcy cDNA tego
enzymu. Immunizacja dojelitowa biatkowg formg GST zapewnia 1stotne statystycz-
nie zmniejszenie liczebnosci przywr, jednakze poziom odpornosci wywotany ta
droga jest znaczaco nizszy niz po szczepieniu domigsniowym. Inwazja metacerkarii
F. hepatica wywolywala eozynofili¢ we krwi i plynie otrzewnowym szczurOw
szczepionych i kontrolnych. We krwi i ptynie otrzewnowym szczuréw szczepionych
domiesniowo w odpowiedzi na inwazj¢ F. hepatica nastgpowato podwyzszenie od-
setka monocytéw. Podanie pierwszej dawki antygenu w formie ¢cDNA a drugie;
w postaci biatka stymulowalo wyzszg odpowiedZ otrzewnowych limfocytow T cy-
totoksycznych (CD8+) i predystynowato szczury do silnej odpowiedzi przeciwcial
[gG1 oraz IgG2a. Wyrazng odpowiedZ przeciwcial zaleznych od limfocytow Thl
(IgG2b) obserwowano w grupach immunizowanych domigsniowo cDNA a nastgp-
nie biatkiem GST lub dojelitowo, biatkiem enzymu. Najsilniejszg odpowiedZ prze-
ciwciat IgE wytwarzaly szczury immunizowane domigsniowo pojedynczg dawkg S0
ug DNA. U szczuréw najbardziej odpornych na inwazj¢ F. hepatica (grupa III 1 1)
wystepowatla najsilniejsza ekspresja mRNA interleukiny 4, zarbwno w komoérkach
weziéw chlonnych jak i w ptynie otrzewnowym a jednoczesnie stabsza niz u szczu-
row wrazliwych na inwazje ekspresja IL2 w krezkowych weztach chionnych.




