ZESZYTY PROBLEMOWE POSTEPOW NAUK ROLNICZYCH 1977 z 196

WYSTEPOWANIE KOMOREK TYPU PFC
(PLAQUE FORMING CELLS) WE KRWI I MLEKU KROW,
, PO DOZYLNYM LUB DOWYMIENIOWYM

PODANIU ZAWIESINY CZERWONYCH KRWINEK BARANA

Krystyna Romaniukowa

Zaktad Higieny Zwierzat, Instytut Weterynarii, Bydgoszcz

Procesy immunologiczne zachodzgce w gruczole mlecznym interesujg
od dawna immunologéw. Znaczne ilo$ci przeciwcial jakie stwierdzano
w mleku, a zwlaszcza w siarze czesto w mianach przekraczajgcych mia-
na surowicy krwi 7] budzily rézne domysty. Przez wiele lat przewa-
zal poglad, ze przeciwciala te dzieki istmieniu odpowiednich mechaniz-
mow w gruczole mlecznym przechodza selektywnie z surowicy krwi do
siary. Dopiero ostatnio, glownie dzieki wykryciu w mleku przeciwcial
nieobecnych w surowicy krwi [1, 5, 8], a takze uzyskiwaniu wiekszej
ilosci przeciwcial w éwiartkach gruczotu mlecznego immunizowanych
W poréwnaniu z nieimmunizowanymi, wielu autoréw doszlo do wniosku,
ze przeciwciala obecne w mleku pochodzg nie tylko z krwi, ale mogg by¢
rowniez produkowane w gruczole mlecznym [4-6, 12].

Metody badan, jakimi postuguje sie wspélczesna immunologia pozwa-
lajg przyblizy¢ sie do tych probleméw na drodze doswiadczalnej. Jedng
z najlepszych do tego celu metod, jest metoda wykrywania komérek typu
PFC (metoda Jernego). Komorki PFC wystepuja w statych zgrupowaniach
tkanki limfoidalnej takich jak $ledziona, wezly chlonne, mogg takze wy-
stepowaé¢ w mnacieku limfoidalnym tworzonym doraznie, a takze we krwi
obwodowej. Daje to mozliwosé cigglej obserwacji proceséw immunolo-
gicznych na poziomie komérkowym, zwlaszcza ze przebiegaja one réwno-
legle do tych samych proceséw w $ledzionie [2].

Celem uzyskania dalszych informacji dotyczacych opisywanych zja-
wisk przeprowadzono obserwacje nad pojawianiem sie komoérek PFC
w ptynach ustrojowych po dozylnym lub dowymieniowym podaniu za-
wiesiny czerwonych krwinek barana.
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MATERIAL I METODY

Wykonano dwie serie badan, uzywajac kréow z tej samej obory oraz
stosujgc antygen o ré6znym stezeniu.

Seria I. Do badan w tej serii uzyto 5 kréw rasy nizinno-czarno-biatej,
w wieku 4-6 lat, bedacych w polowie lub koncowym okresie laktacji,
wolnych od gruzlicy i brucelozy;

1) trzy krowy otrzymaly dowymieniowo po 100 ml 10-procentowe]
zawiesiny czerwonych krwinek barana do kazdej zdrowej Ewiartki;

2) dwu krowom podano dozylnie po 20 ml 10-procentowej zawiesiny
erytrocytow barana. '

Seria 1I. Doswiadczenie to wykonano rok pdZniej na szeSciu krowach
rasy nizinno-czarno-bialej, w wieku 3-5 lat; krowy byly zdrowe klinicz-
nie, wolne od gruzlicy i brucelozy, w polow1e lub koncowym okresie lak-
tacji;

1) dwie krowy otrzymalty dowymieniowo po 100 ml 10-procentowe]
zawiesiny erytrocytéw barana do kazdej ¢wiartki,

2) dwie krowy uodporniono jak wyzej, lecz wprowadzajac po 100 ml
15-procentowej zawiesiny antygenu,

3) dwu krowom podano dozylnie po 50 ml antygenu — jednej 10-
a drugiej 15-procentowsg zawiesine czerwonych krwinek barana.

Po dowymieniowej infuzji antygenu kréw mnie dojono przez 24 go-
dziny.

Przygotowanie antygenu. Uzywano 10- lub 15-procentowq
zawiesine czerwonych krwinek barana, przemytych trzykrotnie 0,9-pro-
centowym roztworem NaCl i zawieszonych w tym roztworze. Antygen
ten przygotowywano dzien przed infuzjg i przechowywano do dnia na-
stepnego w chlodni.

Komoérki krwi (biale cialka) otrzymywano wg metody Halasy [2].
Pobierano 1 ml krwi z zyly jarzmowej do 0,6 ml heparyny w roztwo-
rze NaCl (1 :50) i schladzano. Po odwirowaniu i zebraniu kozuszka, ptu-
kano go dwukrotnie w plynie Parkera z dodatkiem 10-procentowej suro-
wicy cielecej. Po ostatnim odwirowaniu komorki zawieszano w 1 ml ply-
nu Parkera. Tak przygotowang zawiesine komoérek przetrzymywano
w chlodni az do posiewu.

Komoérki mleka otrzymywano w sposob nastepu]acy Z kazdej ¢wiart-
ki wymienia pobierano jalowo okoto 20 ml mleka do probéwki i natych-
miast je schladzano, wstawiajgc do wody z lodem. Nastepnie mleko od-
wirowywano przez 10 min przy 3,5 tys. obrotéw na minute, a osad prze-
plukiwano dwukrotnie plynem Parkera z dodatkiem 10-procentowej su-
rowicy cielecej. Po ostatnim odwirowaniu osad zawieszano w1 ml ptynu
Parkera i przechowywano w probéwce w wodzie z lodem az do wysiania.
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Oznaczanie komérek produkujgcych przeciwcia-
ta (PFC). Zawiesine komérek krwi i mleka w ptynie Parkera mieszano
z agarem i rozlewano ma ptytki Petriego, zgodnie z modyfikacjg Sterzla
et al. techniki Jerne et al. [3, 10]. Po inkubacji przez 18 godz w temp.
37°C, agar na plytce zalewano komplementem (surowica $winki morskiej)
w rozcienczeniu 1:10. Po 1-godzinnej inkubacji w temp. 37°C liczono
PFC, tj. male, okragle miejsca (plaque) powstale w wyniku zhemolizo-
wanla erytrocytow barana przez obecng w $rodku tego miejsca komorke
produkujgcg przeciwciala.

WYNIKI

- Dowymieniowa infuzja 10- lub 15-procentowej zawiesiny czerwonych
krwinek barana w ilo$ci 100 ml na jedng ¢wiartke, wywolala u wszyst-
kich kré6w zapalenie wymienia charakteryzujace sie¢ takimi objawami jak
obrzek, miejscowe podniesienie cieploty oraz zwigkszong liczbe kom6-
rek w mleku.

Komoérki PFC wykryto wéréd komérek mleka u wszystkich krow po
dowymieniowej infuzji antygenu. W I serii badat zaobserwowano, ze
ilos¢ wykrywanych komoérek PFC w mleku z poszczegblnych ¢wiartek
wymienia tej samej krowy w danym dniu badania byla rézna. Najwiece]
komoérek PFC wykrywano w mleku wszystkich krow w czwartym dniu
po infuzji antygenu, w nastepnych dniach liczba wykrywanych komoérek
PFC szybko malala. W mleku z ¢wiartek wymienia, do ktérych antygenu
nie wprowadzono (kontrolne), komérek PFC nie wykrywano (tab. 1).
U jednej, sposréd trzech dowymieniowo uodpornionych kréw, komérki
PFC pojawily sig takze we krwi, lecz w mniejszej liczbie niz w mieku,
odpowiednio: 2,4 i 3,6 PFC na milion komoérek. Najwieksza liczba wy-
krytych komérek w mileku wynosila 14,6 PFC na milion komérek obec-
nych w mleku. |

Po dozylnym podaniu antygenu, we krwi obu kréw wykryto komérki
PFC czwartego dnia w liczbie 21,9 i 20,0 PFC na milion. W nastepnych
dniach badania ilosci te szybko malaly (tab. 2). U jednej z dwu uzytych
do doswiadczenia krow wykryto komoérki PFC takze w ‘mleku.

W II serii badan prowadzono dluzszg obserwacje zwierzat (do 14 dni).
Po dowymieniowej infuzji 10-procentowej zawiesiny czerwonych krwi-
nek barana, komoérki PFC poj awily sie trzeciego dnia, a u niektérych
krow stwierdzano je jeszcze 6smego dnia po podaniu antygenu. U wszyst-
kich badanych kréw komérki PFC wykrywano zaréwno we krwi jak
i w mleku niezaleznie od drogi wprowadzenia antygenu. Natomiast w za-
leznosci od drogi podania antygenu znajdowano wieksze ilogci komérek
PFC w mleku po dowymieniowym podaniu antygenu i we krwi po uod-
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Tabela l

Pojawianie sie komérek PFC w mleku i krwi po dowymieniowej infuzji 10-procentowej zawiesiny
czerwonych krwinek barana (100 ml na <¢wiartke)

Cwiartki Dni po Liczba Liczba PFC w mleku (10°)
Nr yodpornio- daniu  PFC —m—r ——— -
Eiowy Qodpornio po v ¢wiartki ¢wiartki uodpornione
ne antygemu krwi kontrolne a b c d
108 a,b,c 4 0 0 12,0 14,6 7,4 -
5 0 0 2,7 0 0,5 —
6 0 0 4,1 1,4 0,8 —
155 a,b,c,d 4 2,4 —_— 2,8 4,4 9,1 2,1
5 0,8 — 3,3 0 0 4,6
6 0 — 0,8 0,9 0 0
135 a,d 4 0 0 12,4 — — 10,3
5 0 0 2,8 — —_ 0
6 0 0 3,7 — — 0
Tabela 2

Pojawienie si¢ komérek PFC we krwi i mleku kréw po dozylnym
podaniu 10-procentowej zawiesiny czerwonych krwinek barana w
ilo$ci 20 ml na krowe

Nr Dni po podaniu Liczba PFC we krwi LkiI:Zba EFC w ntllle;
krow antygenu 10¢ z cwiarte
y tyg (10%) (10%)

154 4 21,9 0
5 10,4 0
6 7,7 0

04 4 20,0 3,4

6 7,0 0

Tabela 3

Pojawianie si¢ komérek PFC w mleku kréw, ktérym podano dozylnie lub dowymieniowo zawiesing
czerwonych krwinek barana o réznym stezeniu

Liczba PFC (10%) w x dniu po

Nr . Droga podania 3
krowy Antygen antygenu podaniu antygenu
3 4 5 6 7 8 9
18 10-procentowa  dowymieniowo 30 265 14,0 2,7 3,6 09 0
17 zawiesina 100 ml na ¢éwiartke 4,2- 6,0 80 1,1 0 0 0
362 erytrocytow dozylnie 50 ml 1,2 1,9 7,0 0 0 0 0
220 15-procentowa  dowymieniowo 0 =nb 180 1,0 30 48 13
271  zawiesina 100 ml na ¢wiartke 0,3 nb 2,2 18 63 219 O

3 erytrocytow dozylnie 50 ml 0 nb 1,1 2,1 3,1 9,4 0
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Tabela 4

Pojawianie si¢ komérek PFC we krwi kréw, ktérym podano dozylnie lub dowymieniowo zawiesing
czerwonych krwinek barana o réinym stezeniu

Nr Droga podania Liczba PFC (10°) w x dniu po podaniu antygenu
Antygen
-krowy antygenu 3 4 5 6 7 8 9 10

18  10-procento- dowymieniawo 14,1 95 7,6 0 8,0 0 0 0
wa zawiesina 100 ml na

17  erytrocytéw <¢wiartke ‘10,8 3,9 0,7 3,2 34 0 0 0
362 dozylnie 50 ml 254 40,0 8,0 7,6 8,0 4,0 0 0
220  15-procen- dowymieniowo 0 nb 2,5 7,3 2,5 14,0 12,1 0

towa 100 ml na
271 zawiesina ¢wiartke 5,8 nb 18,1 nb 2,8 6,6 1,5 0

3  erytrocytéw dozylnie 50 ml 55 nb 25,7 19,8 10,0 17,8 92,0 0

pornieniu dozylnym (tab. 3 i 4). Podanie 15-procentowej zawiesiny czer-
wonych krwinek barana op6znilo pojawienie sie PFC u niektorych kréow
o _jeden dzien.

‘OMOWIENIE WYNIKOW

‘W przedstawionej pracy nie zaobserwowano réznic w nasileniu pro-
cesu zapalnego wymienia w zaleznosci od uzytych do wywolania mastitis
roéznych stezen czerwonych krwinek barana. Przebieg tego procesu zapal-
nego byt zblizony do procesu zapalnego wymienia, wywolanego 0,9-pro-
centowym roztworem NaCl [9]. |

Analizujagc wplyw wielkosci dawki antygenu na pojawianie sie ko-
moérek PFC w plynach ustrojowych, zaobserwowano pewne roéznice.
U krow uadpornianych 10-procentows zawiesing czerwonych krwinek
barana, komérki PFC pojawily sie juz trzeciego dnia, zar6wno we krwi,
jak i w mleku u wszystkich badanych zwierzat. Natomiast po podaniu
15-procentowej zawiesiny erytrocytéw komérki PFC pojawily sie trze-
ciego dnia tylko u niektérych krow.

Zaobserwowano réznice w diugoséci okresu, w ktérym wykrywano ko-
moérki PFC. Krowy, ktore otrzymaty 15-procentowy antygen, wykazy-
waty obecno§¢ PFC we krwi jeszcze dziewigtego dnia. Natomiast u krow,
ktore otrzymaly 10-procentows zawiesine erytrocytow barana, komorki
PFC zanikaly wczesniej i 6smego dnia wykryto je tylko u jednej krowy
w mleku i u jednej we krwi.

Liczba wykrywanych komérek PFC byla rézna w mleku z poszcze-
80Inych ¢wiartek wymienia tej samej krowy w danym dniu badania. Jest
to jeszcze jedna obserwacja potwierdzajgca autonomie poszczegbdlnych

.19*
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¢wiartek wymienia, objawiajacg sie m. in. tym, ze reagujg one rdznie na
taki sam czynnik draznigcy {1, 2].

Zaobserwowano, ze poziom komoérek PFC byt wyzszy w tym z plynéw
do ktérego wprowadzono antygen. To spostrzezenie potwierdza poglady
tych autorow, ktorzy uwazajg ze przeciwciala mogg by¢ tworzone w gru-
czole mlecznym [4, 5, 6, 12].

Interesujgce jest, ze w obu badanych grupach zwierzat komoérki PFC
wykrywano w mleku krow, ktorym antygen podano dozylnie, i we krwi
kréow, ktére otrzymaly antygen dowymieniowo. Proces zapalny wymie-
nia, wynikly w efekcie dowymieniowej infuzji antygenu, sprzyja prolife-
rycji jak i migracji komoérek takze do krwi obwodowej. W przypadku
uodpornienia dozylnego, immunologicznie kompetentne komorki moga
by¢ zdeponowane w wymieniu.
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K. Posanioxosa

IIOABJEHUE OBPA3VIOIIUX IIUTKU KJETOK ((PFC) B KPOBU U MOJIOKE
KOPOB IIOCJIE BHYTPUBEHHOVI I BHYTPUBLIMEHHOM IIOZAYM B3BECHU
SPUTPOLIVITOB BAPAHA

Pe3zwomMme

B 1nByx ombiTax II KopoBaM mogaBaJiyM BHYTPUBEHHO MJAM BHYTPUBBIMEHHO 10
n 15%-nyr0 B3Bech SpuUTPOIMTOB OapaHa. Kaerku PFC B KpoBuM M MOJOKe KOPOB
BBIABJAANN TexHMKoON Vepmu um ap. B Moxodukanmumu Crepuens u Ap. ¥ KOpPOB HocJie
BHYTPUBBIMEHHOM MH(Y3UM aHTHUIeHa HaOJI0alJica MECTHBIM BOCHAJUTENbHBI I[IPO-
1jecc, nIpuyeM B MOJIOKe M KpOBu mnoaBiaAauch kKJjetkyu PFC. Takxxe mnocjae BHYTPU-
BEHHOJ Iopauy aHTureHa KJjerkyu PFC noaBaanmucs B KpoBuM M MOJIOKe. Umcio Kiae-
ToK PFC ObLIO0 OOBIMHO BBIILIE B TOM M3 KUIAKOCTEM, B KOTOPYH BBOAMINM SPUTPOLIM-
ThI, YTO CBUAETEJILCTBOBAJIO ObI 0 MEeCTHOM ITpoucxoxkaeHnu Kiaetok PFC m BhIABIsAe-
MBIX B MoJoke, ITocane momaum 15%0-HOi1 B3Becu spurpouuToB Gapana, kiaetku PFC
NIOABJIAJMCE TIO3XKEe M YAEp:RUBaduUCh OoJjiee n0Jiroe BpeMA B MCHBITHIBAEMBIX XUIA-
KOCTAX.

K. Romaniukowa

OCCURRENCE OF PLAQUE-FORMING CELLS (PFC) IN BLOOD AND MILK
OF COWS AFTER INTRAVENOUS AND INTRAMAMMARY ADMINISTRATION
OF THE SUSPENSION OF ERYTHROCYTES OF A RAM

Summary

In the experiments 10 and 15% suspension of erythrocytes of a ram were
administered intravenously or intramammarily to 11 cows. The PFC cells in blood
and milk were detected by the technique of Jerne et al. modified by Sterzl et al.
In cows after the intramammary infusion of the antigen, a local inflammation
process was observed, at which PFC cells appeared in milk and blood. Also after
the intravenous administration of the antigen the PFC cells could be detected in
blood and milk. The PFC count was usually higher in that of the liquids, into
which erythrocytes were introduced, what would bear evidence of local origin of
the m cells of PFC detected in milk. After the application of 15% suspension of
ram erythrocytes, the PFC cells appeared later on and were present longer in the
liquist tested.



