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trolnych zwierzat wynika, Zze preparat ten
zmniejszyt u spryskiwanego poglowia o 90,4%
stopienn zarazenia. Nie bez znaczenia dla ma-
sowego stosowania preparatu w terenie moze
mie¢ i ten fakt, ze Dermaphos jest atoksyczny
dla bydla i1 personelu przeprowadzajgcego za-
biegi lecznicze czy profilaktyczne. Prepart sto-
sowany w duzych nawet dawkach (270 mg na
kg ciezaru ciala) nie powodowal u leczonych
zwierzat ani u ludzi zatrudnionych przy sprys-
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kiwaniu jakichkolwiek objawéw zatrucia.

Biorac pod uwage realne korzysci, jakie me-
toda spryskiwania moze przynie$¢ hodowli
zwierzat, uwazam, Ze powinna ona znalezé
powszechne zastosowanie w pierwszym rzedzie
u jatownika i to na tych terenach, gdzie giez
bydlecy prawie z reguly wystepuje w duzej
ilosei.

Adres autora: dr Stanistaw Patyk, Wroctaw, ul. H. Sa-

wickiej 5 m. 3.

Badania nad patogeneza kandydiazy.
. Eksperymentalna kandydiaza u myszy

Katedra Mikrobiologii Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Kierownik: prof. dr T. JASTRZEBSKI

Ogromna ilo$¢ prac opartych na obserwac-
jach klinicznych wskazuje na werastajgcg waz-
nos¢ problemu kandydiazy (4, 10, 12, 21), a
w szczego6lnosel zagadnien zwigzanych z pato-
genezg schorzenia. Sledzenie sztucznych infek-
cji C. albicans u zwierzgt doswiadczalnych
moze w znacznym stopniu przyczynié sie do
postepu badan nad zagadnieniem patogenezy
tego schorzenia w ogdle.

Celem niniejszej pracy bylo przesledzenie
procesu sztucznego, dootrzewnowego zakazenia
myszy zjadliwym szczepem C. albicans z uw-
zglednieniem lokalizacji jakosciowej i iloscio-
we]j zarazka, dynamiki procesu samooczyszcza-
nia sie ustroju, oraz zmian morfologicznych
jakim ulega C. albicans w zakazonym organiz-
mie. Okreslono réwniez procent $miertelno$ci
zwierzat przy réznych dawkach zakazajgcych
i ustalono lokalizacje grzyba w narzgdach pa-
dlych myszy w zaleznoéci od formy klinicznej
schorzenia.

Dane z piSmiennictwa na temat lokalizacji
grzyba przy sztucznym zakazeniu myszy nie
sq jednolite. Wedlug Hurley i Winnera (7, 8)
oraz Hurley (6) przy dozylnym zakazeniu my-
szek dawkg 250 tys. do 4 mln komoérek, miejs-
cem lokalizacji zarazka sg serce, mézg i nerki.
Natomijast Kemp i Solotorovsky (11) stosujac
te samg dawke i sposéb wprowadzenia C.
albicans stwierdzili lokalizacje grzyba w wat-
robie, sercu i nerce, nie obserwowali go nato-
miast w moézgu. Obie grupy autoréw nie wspo-
minajg przy tym wcale o lokalizacji C. albi-
cans w trzustce, ktéora wg Younga (25) jest
obok nerek stalym miejscem lokalizacji zaraz-
ka przy dootrzewnowym podaniu. Uwidocz-
nione rozbieznosci zdan wsrdéd autorow, jak
rowniez fakt, ze nastepny etap pracy miat roz-
patrywaé wplyw pewnych preparatéw na prze-
bieg eksperymentalnej kandydiazy u myszy,
spowodowal podjecie mniniejszych badan.

Material i metody

Badania przeprowadzone na bialych myszach wa-
gi ok. 20 g, ktore zakazano szczepem C. albicans nr
50 otrzymanym z Instytutu Gruilicy w Warszawie.
Zawiesine grzyba podawano dootrzewnowo w daw-
ce 2X 108 komdérek na mysz; gestos¢ zawiesiny usta-
lanp kazdorazowo w hemocy.ometrze. Myszy zabi-
jano sukcesywnie (po 3 sztuki) po 10 i 30 minuta}ch,
po 1, 2, 4, 16, 24 i 48 godzinach, oraz po 3, 5, 10 i 20
dniach do momentu zakazenia. ] ;

Od myszy tuz przed wykrwawieniem pobierano
mocz, a w momencie wykrwawienia krew. Narzady
myszy oplukiwano jalowym piynem fizjologiczny.m,
a nastepnie homogenizaty wszystkich narzadéw mig-
zszowych i mézgu, oraz probki krwi i moczu wysie-
wano w ilosci 0,1 ml na podioze state Sabourauda.
Posiewy inkubowano 48 godz. w 37°C po czym
okre§lano ilo$¢ kolonii grzyba. Testem filamentacji
sprawdzano przynaleznos¢ wyizolowanych grzybc')v\{
do gatunku C. albicans. RéwnoczeSnie z posiewami
wykonywano preparaty bezpoérednie z wszystkich
badanych narzaddéw celem okreélenia formy morfo-
logicznej grzyba. Podobnie badano narzgdy myszy
padlych, w wyniku zakazenia C. albicans.

Wyniki i omowienia

Przeprowadzone badania wykazaty bar-
dzo szybkie rozprzestrzenienie sie¢ C. albicans
w organizmie. Probki krwi i wszystkich bada-
nych narzadéw pobrane w 10 minut po inoku-
lacji dawaly pozytywne hodowle grzyba, a po
30 minutach réwniez probki moczu.

Podobnie Kemp-i Solotorovsky (11) stwier-
dzili po 10 minutach od chwili zakazenia obec-
no$¢ C. albicans w sercu, nerkach, watrobie,
sledzionie i ptucach, przy czym $ledziona i ptu-
ca byly wg nich jalowe juz w ciggu 16—24
godz. po infekcji.

Stopien zakazenia grzybem poszczegbdlnych
narzagdoéw myszy w roéinym czasie po infekcji
przedstawia tab. 1.

W tabeli nie uwzgledniono danych odnosnie trzust-
ki, poniewaz narzgd ten byl tak silnie zakazony grzy-
bem, zZe przy standardowym rozcienczeniu nie udato
sie dokladnie ustali¢ ilo$ci zarazka. Najwyzsza kon-

centracje komorek grzyba we wszystkich narzadach
va wyjatkiem nerek stwierdzono w okresie od 1—4
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Tab. 1. Proces oczyszczania sie narzgdéw myszy zakazonych Candida albicans (2 X 10° komérek/szt i.p.).
(zas badania po zakazeniu Indeks Indeks
Badany & minutach ~_gocdzinach ~ dniach narzgdomy :a[rzqdo»vy
narrqd bezmz9ledny| w .,Z%m,m
0 I Jo 7 2 9 [ 8 16 24 | 96 3 | 5| 0|20 wilog do1g tkank:
drrustha w Iabele celowo nie uwzgledniono danych ednosnie irzustii - urasadnienie w tekscie
Sledziona 10000 | 4000 | 4000 |400000| 400000\ €000 | 4000 | 4000 | 4000 | 25/ | /24| — | — 5,36 766
watroba 4000 | 233 257 | qoooo| 16| ¢5T| 174 | 257 | 2@ |135|r02| - | - 181 214
nerka 139 40000 | 4000 227 119 136 | 207 | 16¢ 19 200 28| - | — 3.59 585
serce 18 50 57 127 7t b 67 48 73 5| 2| - 354 584
pluca 35 72 47 ffa | 1/0 27 3o 39 A 7 I e 1,87 387
mezg 4 6 95| so| 33 fd ¢ 9 |5l -1 158 J98
Indeks crasom
bazwzg/fdnywlgy 387 | 387| 35| 487 | 482 | 383 | 287 | 285 | 287 |20t |169| 00 | G0 135 365
Inaeks crasorm
wiog wodniesie;| 617 | §17 | 8545\ 757 | 7272 | 6713 517 | 518 | 517 | 43213H|00 |00
Ak da fgrikanil 4 ‘ !
godzin po inokulacji. Najsilniej zakazone grzybem, Role ukladu fagocytarnego w zwalczaniu

w ciggu catego okresu infekcji byly trzustka, $ledzio-
na i watroba. Indeks narzadowy w log w odniesie-
niu do 1 g tkanki wyniost dla trzustki 8,0 $ledziony
7,66 i dla watroby 7,14, Znacznie stabiej zakazone
byly nerki (5,85) i serce (5,84); najniZsze stezenie za-
razka stwierdzono w plucach (3,87) i moébzgu (3,88).
We krwi i moczu grzyba nie stwierdzano juz po 4
godzinach po infekeji, a pelne samooczyszczenie na-
rzgdéw wystepowalo W okresie 10 dni od momentu
wprowadzenia zarazka. Pakrywa sie to z obserwac-
jami Winter i Foley (24) wg ktérych nawet przy da-
wce 8x 108 C. albicans podanej i.p., u wiekszosci my-
szy zmiany w nerkach ulegaly wygojeniu i nerki by-
1y wolne od zarazka w ciggu 10 dni po inokulacji.
Najdiuzej wysoka koncentracja zarazka utrzymywa-
ta sie w trzustce ale i ten narzgd uwalnial sie od in-
lekeji grzybiczcj w okresie do 10 dni po inokulacji.

W preparatach bezpofrednich formy paczkujace
grzyba obserwowano dopiero po 24 godzinach po za-
kazeniu, W preparatach z trzustki obecnosé C. albi-
cuns (W tormie drozdzopodobnej lub wyjatkowo w
postaci micelialnej) stwierdzano do 10 dnia po ino-
kulacji, natomiast w innych narzadach (watroba,
nerka 1 $ledziona) do 5 dni. Wskazuje 10, ze w przy-
padkach podejrzenia kandydiazy przy rutynowym ba-
daniu narzaddw migzszowych, nalezy zwracaé szcze-
g6lng uwage na badanie trzustki.

Otrzymane wyniki dowodza, ze C. albicans
wprowadzona dootrzewnowo u myszy posiada
stosunkowo duza inwazyjnosé umozliwiajaca
szybkie rozprzestrzenianie sie zarazka w ca-
tym ustroju. Z drugiej zas strony postepujace
samooczyszczenie sie ustroju pomimo znacznej
dawki zakazajgcej i wstepnego namnazania sie
grzyba, wskazuje na aktywno$é dzialania sit
obronnych ustroju, oraz niska patogennosé za-
razka. Mechanizm zwalczania infekcji nie jest
calkowicie wyjasniony. Wielu autoréw przy-
pisuje zasadniczg role ukladowi RES. Mas-
shoff i Adam (17) podkreslajg wtasciwosci fa-
gocytarne histiocytéw w eliminacji z tkanek
grzybéw z rodzaju Candida. Louria, Fallon i
Browne (16) tlumacza szybki wzrost i namna-
zanje sie Candida w $wietle kanalikow i kleb-
kow nerkowych odizolowaniem grzyba od me-
chanizméw obronnych gospodarza. Obserwacje
te znajduja uzupelnienie w bhadaniach Louria
i Brayton (15), ktorzy wykazali in vitro ze le-
ukocyty normalnej surowicy ludzkiej fagocy-
tujg komérki C. albicans, oraz Hill i Gebhardt
(5) ktorzy zaobserwowali rézne stadia zwyrod-
nienia komérek grzyboéw drozdzopodobnych
wewnatrz fagocytow.
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infekeji C. albicans potwierdzajg takze donie-
sienia kliniczne. Bybee i Rogers (2) donoszg o
ostrych infekcjach C. albicans u pacjentéw z
obnizong aktywnoscia fagocytarng w wyniku
cukrzycy, Rankin (18) w wyniku choréb wa-
troby, a Braude i wsp. (1), oraz Jersild (9) w
wyniku nowotworow ukladu siateczkowo-
-srodbtonkowego. Sielicka (22) kwestionuje
poglad o skutecznosci fagocytozy jako mecha-
nizmu obronnego w przypadku kandydiazy,
stwierdzila bowiem ze fagocytoza in vitro
szczepow chorobotworczych C. albicans jest
stosunkowo niska i znacznie stabsza anizeli
szczepow niechorobotwoérczych. Autorka w ba-
daniach swoich stosowala surowice konska
i kroéliczg, podczas gdy Louria i Brayton oraz
Hill i Gebhardt postugiwali sie surowicg ludz-
ka, co moglo wplyna¢ na rozbieznosé wynikéw
a tym samym i pogladéw ma role fagocytozy
w kandydiazie.

Oprocz fagocytozy, pewne znaczenie w zwal-
czaniu infekeji C. albicans posiadajag humoral-
ne i inne mechanizmy -obronne ustroju. Silne
dziatanie fungistatyczne in vitro posiada np.
normalna surowica (3, 14, 19, 20), plyn jamy
brzusznej (23), oraz wyciggi blon $luzowych
spojowek (13).

Kolejny etap badan mial na celu okreslenie
stopnia Smiertelnosci myszy w zalezno$ci od
dawki zakazajgcej grzyba, oraz ustalenie loka-
lizacji zarazka w narzadach padlych zwierzat
przy réznych formach klinicznych schorzenia.
Stwierdzono, ze grzyb podany i.p. myszom
w dawce 2 X 107 komorek wywoluje w ciggu
30 dni obserwacji zejscie $miertelne zaledwie
36% zwierzat (rys. 1), przy czym myszy za-
czynaja pada¢ dopiero trzeciego dnia po za-
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Rys. 1. Smiertelno§é myszy zakazonych i.p. C. albicans w za-

leznosci od dawki zakazajgcej.
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kazeniu. Zwiekszenie dawki o 1 log przyspie-
sza nieco czas ‘padania zwierzat i zwieksza
odsetek zejs¢ Smierteinych do 52% (w okresie
30-dniowe]j obserwacji). C. albicans w dawce
2 % 10% komorek powoduje ostry przebieg scho-
rzenia u myszy, a smiertelno§é osigga blisko
100% w ciggu trzech dni po zakazeniu.

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna
wnioskowaé, Zze podany szczep C. albicans po-
siada stosnkowo znaczng inwazyjnosé¢ a niska
patogenno$é, co biorge pod uwage dane z pis-
miennictwa (11, 24, 25) wydaje sie by¢ wias-
_ciwodcig wigkszosei szezepdéw C. albicans. U
myszek padlyeh w wyniku zakazenia C. albi-
cans stwierdzono istniejgca zaleznos¢ pomie-
dzy lokalizacjg grzyba w narzgdach a formg

liniczng kandydiazy.

U myszy (60 sztuk) padlych na postaé ostra tj. w
ciagu trzech pierwszych dni po zakazeniu, grzyb
izolowano ze wszystkich narzadéw miazszowych i
mozgu, przy czym najliczniej wystepowal on w trzu-
stce i $ledzionie.

Makroskopowo stwierdzano kilkakrotne powieksze-
nie trzustki i czesto naloty na S$ledzionie i nerkach.

W preparatach bezposrednich z narzadéw obserwo-
wano gléwnie postaé¢ drozdzopodobng, rzadziej for-
me micelialng grzyba.

Wyniki pozytywne uzyskiwano przy rozmazie
ewentualnie posiewie calego narzadu. W tym okre-
sie grzyb rozsiany byl w calym miazszu narzadu i
nie obserwowang jeszcze uksztaltowanych — zmian
miejcowych.

W postaci podostrej myszy (30 sztuk) padaly
w okresie od trzech dni do dwoch tygodni,
a grzyb izolowano giéwnie z trzustki i sledzio-
ny, oraz w niewielkich ilo§ciach z nerek,
watroby i mozgu. Serce i pluca niekiedy juz
zupelnie nie zawieraly grzyba.

Zmiany makroskopowe w postaci ognisk
obserwowano najcze$ciej w $ledzionie, watro-
bie (fot. 1) i nerkach. Trzustka i w tym przy-

Fot. 1. Watroba myszy padiej po 8 dniach po dootrzewno-
wym zakazeniu C, albicans. Widoczne zmiany w postaci bia-
tych, twardych guzkow zawierajgcych komoérki C. albkicans.

padku byla wielokrotnie powiekszona (fot. 2)
Forme micelialng grzyba stwierdzano glownie
na preparatach z trzustki, rzadziej ze §ledziony
i nerek. Preparaty z innych narzadow wykazy-
waly obecno$¢ tylko formy drozdzopodobnej.

Przy formie chronicznej kandydiazy, tj. gdy

Fot. 2. Poréownanie wielko$ci trzustki myszy padlej (po 10
dniach) w wyniku dootrzewnowej iniekeji C. albicans i my-
szy zdrowej.

A — trzustka myszy zakazonej C. albicans
B — kontrola.

$mier¢ nastepowata miedzy drugim a czwar-
tym tygodniem po zakazeniu, gléwnym i naj-
czeSciej jedynym narzadem zawierajgcym
C. albicans byty merki (15 badanych myszek).
Grzyb stwierdzano w posiewach i preparatach
bezpoSrednich jedynie 2z miejsc chorobowo
zmienionych, przy czym w preparatach prze-
wazala zdecydowanie forma micelialna (fot.3).

Fot. 3. Forma micelialna C. albicans w nerce myszy padtej
(po 17 dniach) w wyniku dootrzewnowe] iniekcji grzyba.
Preparat odciskowy, niepbarwiony, pow. ok. 450 X,

Réwniez Hurley i Winner (7), Young (25)
oraz Hurley (8) wskazuja zgodnie na mnerki
jako zasadnicze miejsce lokalizacji grzyba przy
przewleklej kandydiazie. Zastuguje na pod-
kre$lenie fakt, ze zaréwno przy formie ostrej
jak 1 podostrej majwyzsze stezenie zarazka
stwierdzano w trzustce. Stezenie to bylo prze-
cietnie 0 2—4 log wyzsze niz w innych narza-
dach. Przy uwalnianiu sie ustroju myszy od
flory grzybiczej, réwniez trzustka byla tym
narzadem, ktory oczyszczal sie stosunkowo
pozno. W zwigzku z tym wydaje sie, ze stusz-
nym bylo by uwazaé¢ trzustke za gltowne miej-
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sce lokalizacji C. albicans u myszy w przy-
padku ostrej lub podostrej infekcji, podobnie
jalk nerki w przypadkach chronicznych.

Wnioski

1. Po dootrzewnowym zakazeniu myszy
zjadliwym szczepem C. albicans w dawce
2 X 10% komorek, grzyb mozna izolowaé =z
krwi i wszystkich narzgdéw wewnetrznych
juz po 10 minutach po inokulacji, przy czym
krew 1 mocz zakazonych zwierzgt nie wyka-
zujg juz obecno$ci grzyba po 4 godzinach po
zakazeniu, a narzgdy wewnetrzne po 10
dniach.

2. Najwyzsze stezenia grzyba stwierdza sie
w  trzustce, s$ledzionie i1 watrobie, znacznie
nizsze w nerkach i sercu, a najmniejsze ilosci
zarazka obserwuje sie w plucach i mozgu.

3. Szczep C. albicans mnr 50 podany i. p.
myszom w dawce 2 X 107 komérek wywoluje
w okresie 30 dni obserwacji zejscie $miertelne
36% zwierzat, przy dawce 2 X 108 — 52%
zwierzat, przy dawce 2 X 10° $miertelnos¢ my-
szy siega blisko 100%. Szczep ten posiada
znaczng inwazyjnosc, a stosunkowo niskg pa-
togennose.

4, Wykazano zaleznos¢ pomiedzy lokalizacja
C. albicans w narzadach padiych myszy a
forma kliniczng kandydiazy: przy formie
ostrej zajete sa wszystkie narzady migzszowe
1 mo6zg, a najwyzsze stezenie grzyba stwierdza
sie w trzustce i $ledzionie; przy formie pod-
ostrej grzyb izoluje sie gtownie z trzustki
i $ledziony; serce i piuca sg niekiedy juz
zupelnie pozbawione flory grzybiczej; przy
formie chronicznej, miejscem lokalizacji sa
nerki.
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Basxxernuy K. — HecnenoBaHusA G NMATOTCHE3Y Kail-
auauasa. I, DKcnepuMMEHTAJLHBI KAHAMAUA3 ¥ MbI~-
ILIeN.

Mpmuy meEMmMpoBamm rpuGom  Candida albicans
(2 >< 10% KeToK), a NOoTOM 00ECKPOBABAUBAIM B 10 MUH.,
30 MuH., 1, 2, 4, 16, 24 u 48 uacos, 3, 5, 10 u 20 gueit
moctie WHOKyAAny (m. 1.). IIpobsr Mo4M, KpoBM, mapeH-
XMMATO3HbIX OPraHOB M TOJIOBHOTO MO3Ta IIOCERAJM
Ha cpeny no Sabouraud M OHpemensdan CTENeHb 3apa-
Kenua rpubom. Candida albicans mzoampoBany yixKe-
B 10 MMH. IL. M. TPV YEM KPOBb M MOYa MHMPUIMPOBAH-
HbIX XKMBOTHLIX HE OKa3bIBaJM NIPUCYTCTBMUA rpuda
yKe B 4 4yaca 0O.M.,, a BHYTPeHbIMe opraHbl B 10 pmHeit
n. 1. CaMmylo BeICOKYIO KoHnentpamuio Candida albicans
YCTAaHOBMJIM B IONIKEIYyXOYHONM IKejie3e, B CEJIe3CHKEe
1 B TeYeHy, 3HAUUTEJILHO MeHEee BBICOKYID B IIOUKAX
1 B CEpIle, a CAMYI0 HUIKYI0 B JIETKMX W B T'OJOBHOM
103ry. Boicorag konuenrpauua Candida albicans 60mnn-
nIe BCEro JepzKajack B HNOJKEIYAOYHOM kejeze. B
HCIIOCDENCTBEHHLIX IIperaparax U3 HOAXKeIyZOTHOIT
Kege3p! Habmawpany dalge Bcero (POpMBI ¢ HOUYKaMl,
a TGJILKO B BUAE MNCKJIOUEHMA — MHULEnuajbHbIe, B
CBA3YM ¢ STUMM HaOJIOJEHMAMU B CIYyUaAAX INONO3PEHIM]
Ha KaHAMAMA3 HOPM PYTUHOBOM MCCJIELOBAHMU IHapeH-
XMMATOZHBIX OPTAaHOB CHIELMAJbHOE BHHMMAHIE HALO
00paTUTh Ha MCCIENOBAHKME NOAKEJIYIOUHOM IKENe3bl

YcraHoBuau Takmxe uro mramMm Candida albicans
Ne 50 BBE€JEHBIHI MBILIAM KHTPANEPUTOHEANLHO B O0-
3e 2 X 107 gnerox BbI3bIBAET B repuon 30 mHe Ha-
OJrofeHnA cMepTeabHbIE ucxod v 36%, B moze 2 X 108
y 52% u B moze 2 X 10Y mouru y 100% wmbreir, Illramw
MMEET OTHOCUTEJLHO HEBBICOKYIO MATOTeHHOCTL IIPII
GosbINOIT MHBAa3MOHHOCTM. ¥ CTAHOBMIM TOXKE CBfA3bL
vexay Jgoraamsagueir Candida albicans B opranHax
MaBUINX MBbILICH & KJIMHWYECKOM (OpMOM KaHaMAMa3d.

Wawrzkiewicz K. — Investigations on the pathogene-
sis of candidiasis. II. Experimental candidiasis in
mice.

Mice were infected with 2X108 cells of C. albicans
and then were bled after 10 and 30 minutes, 1, 2, 4,
16, 24 and 48 hours, and 3, 5, 10 and 20 days since in-
fection. The samples of urine, blood, internal organs
and brain were inoculated on Sabouraud’s media and
there was estimated the number of C. albicans. The
fungus was isolated from blood and all internal organs
as soon as 10 minutes since infection, but blood and
urea of the infected animals became free from the
fungus after 4 hours and the internal organs after 10
days since inoculation. The highest concentration of
the fungus was found in pancreas, spleen and liver;
iower numbers of C. albicans were noted in kidneys
and heart, and the lowest ones in lungs and brain.
High concentration of the fungus persisted for the lon-
gest period in pancreas. The presence of yeast forms
of the fungus (exceptionally micellium form) the most
often were found in direct preparations from pan-
creas. Therefore, it is important to examine also pan-
creas if there is any suspicion of candidiasis. It was
found that the strain Nr 50 of C. albicans injected in-
traperitoneally into mice resulted in the death of the
mice up to 100% at the dosis 2X10°% 52% at 2X10% and
36% at 2X107 within 30 days of observation. So, it
seems to be right to accept that although the strain
was low-pathogenic but its invasionity was remarka-
ble. It was estimated the dependence between the lo-
calization of C. albicans in internal organs of the mice
and the clinical form of candidiasis.



