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not be excluded. The microflora isolated from the
cases of blackleg was represented by Cl. chauvoei
often in association with Cl. septicum. From two
cases recognized as malignant oedema Cl. septicum
was only isolated. The strains of Cl. chauvoei and

WIESEAW DEPTULA *, JAN BUCZEK

Cl septicum characterized a high gangrenous activity
and production of invasion factors (antigen beta and
gamma) and generally a low ability to produce in
vitro a lethal toxin (antigen alpha).

Granulocyty obojetnochionne i ich rola w przebiegu zakazenia
bydfa wirusem Bovid herpesvirus 1 (BHVY)
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Wspoldziatanie swoistych i nieswoistych
reakcji obronnych w przebiegu zakazenia wi-
rusowego wynika ze stanu immunologicznego
gospodarza, rodzaju zarazka i miejsca wnik-
nigcia do organizmu (30, 31, 39). Rouse i Ba-
biuk (39, 40) oraz Pastoret (34) na podstawie
badan wlasnych i innych autorow wyrazajg
poglad, ze w odpornosci bydila zakazonego wi-
rusem Bowvid herpesvirus 1 (BHV1) najwazniej-
sza role odgrywaja mechanizmy komoérkowe.
Straub (51) oraz Gerber i wsp. (10) wskazujg
jednak, Ze mechanizmy komoérkowe sg WSpo-
magane przez swoeista odporno$é humoralna,
w ktorej udzial poszczegblnych klas immuno-
globulin jest stosunkowo malo poznany. Ba-
dania in wvitro mechanizméw odpornosei nie-
swoiste] w odniesieniu do wirusa BHV1, poz-
wolily na rozpoznanie wielu dotychezas
nieznanych reakeji immunologicznych i wska-
zujg, ze w zakazeniach bydia wirusem BHV1
granulocyty obojetnochlonne stanowia pierw-
szg lini¢ cbronng (1—3, 12—16, 23, 24, 26, 34,
38—46, 53, H4).

Granulocyty obojetnochlonne — komérki
polimorfonuklearne (PMN) ukladu mieloidal-
nego rozwijaja sie z komérek multipotencjal-
nych szpiku (stem cells) w procesie granulo-
poezy (31). Wright (55), Kaaya i wsp. (21) wy-
rézniajag nastepujace stadia rozwoju granulo-
cyta: mieloblast, promielocyt, mielocyt, me-
tamielocyt, granulocyt mlody i granulocyt doj-
rzaty. W warunkach fizjologicznych granulo-
cyty dojrzale wystepuja we krwi i tkankach,
zas formy rozwojowe do granulocytéow mlo-
dych — w szpiku i od stadium rozwojowego
promielocyta mozna je rozpoznawaé metodami
histologicznymi, z uwagi na stopien zasado-
wosci cytoplazmy, duzg ilosé i charakter ziar-
nistosci eytoplazmatycznych i rézny ksztalt ja-
dra komérkowego (32, 33, 37, 49, 52). Dojrzale
komérki PMN i ich stadia rozwojowe tworza
uklad, w kiorym wyodrebniono: w szpiku gra-
nulocyty proliferujyce, dojrzewajace i rezer-
wowe, we krwi obwodowej granulocyty kra-
zqce 1 marginalne, w narzadach i tkankach
granulocyty tkankowe (4). Cechg charaktery-
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styczng granulocytow jest olbrzymia dynami-
ka rozwoju i duza aktywnoéé na czynniki zew-
netrzne i wewnetrzne. W ciggu 14 dni u ludzi
(4), a w 6 dni u bydta (5, 49), z komérki ma-
cierzystej szpiku powstajg granulocyty dojrza-
le. Ich okres péitrwania we krwi wynosi okolo
6 dni u czlowieka (4) i 9 dni u bydla (5, 49),
w tkankach okres ten trwa odpowiednio 24—
48 i 36—72 godzin (4, 5, 49). Za fizjologiczng
liczbe granulocytéw obojetnochlonnyeh u by-
dia, osiggang migdzy 70—127 dniem zycia,
przyjeto 6,43X10° komérek na kg masy ciala
(kg m.c) (5). We krwi obwodowej liczba ko-
maérek PMN wynosi okolo 6,3X10° na kg m.c,,
a ich pula marginalna jest 10—15% wieksza.
W tkankach ilos¢ komorek PMN jest wieksza
od ilosei granulocytéw obojetnochlonnych krwi
obwodowej (5, 49). W ciagu 24 godzin ginie
12,5X10° na kg m.c. komérek PMN, co po-
twierdza ich duzy przeplyw miedzy szpikiem,
ukiadem krwionosnym i tkankami (5, 49). Ko-
morki PMN bydla wykazuja duza zdolnosé
przylegania do szkla i wrazliwo$é na czynniki
hemotaktyczne (11, 17, 33, 40). Posiadajg re-
ceptory powierzchniowe dla dopelniacza, czer-
wonych krwinek barana, fragmentu Fe¢ immu-
noglobulin podklasy G, i (lub) G,. oraz immu-
noglobulin podklasy G,, klasy G i M (12, 20,
46, 48).

Ciaggly jednokierunkowy przeplyw komoérek
PMN ze szpiku do krwi, a nastepnie tkanek,
bez mozliwosci powrotu i wyjatkowo duza szyb-
kos¢ migracji w tkankach sprawia, ze granu-
locyty obojetnochlonne pojawiajg sie jako
plerwsze elementy obronne w miejscu wnika-
nia zarazka, gdzie sa rozpoznawane jako ko-
morki wezesnej fazy zapalenia (16, 31, 33, 41,
42, 48, 52). Wedtug Klebanoffa (23, 24), Wrigha
(55), Quie’a (35), Reitera (36) oraz Paape i wsp.
(34) granulocyty obojetnochlonne sg wysoko
wyspecjalizowanymi komorkami ukitadu obron-
nego organizmu, a ich masowy i wielokierun-
kowy ,atak” na wnikajgce do organizmu za-
razki w tym wirusy sprawia, ze przezywajs
tvlko nieliczne drobnoustroje.

Do podstawowych funkeji komorek PMN
nalezy wewngtrzkomorkowe niszczenie fagocy-
towanego materiatu (24) — glownie mikroor-
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cytotoxicity), a wiec w ukladzie pozbawionym
przeciwcial.

Udzial komoérek PMN w zjawisku cytotok-
sycznosci — ADCC u bydla, jako jeden z moz-
liwych in vivo mechanizmbéw obronnych orga-
nizmu w zakazeniach powodowanych przez wi-
rus BHV1, udokumentowali in vitro Wardley
i wsp. (54). Jako komorek efektorowych uzyto
granulocytow z gruczolu mlekowego krow, a
jako komérek docelowych — hodowli komérek
linii ciaglych pochodzacych od bydla, zakaza-
nych wirusem BHV1 oraz homologicznych su-
rowic odpornodciowych, zawierajgcych prze-
ciwciala dla wirusa IBR/IPV, W ukiadzie tym,
mozliwym teoretycznie do istnienia w warun-
kach naturalnych, stwierdzono duzg zdolnosé
niszczenia komorek zakazonych wirusem BHVI,
nie precyzujac drog i sposobu reakeji. Wyka-
zano, ze proces niszezenia komorek docelowych
rozpoczyna sie 9—11 godzin od zakazenia, osig-
ga maksimum po 15—17 godzinach i trwa 9
dni (46, 54). Czas powstawania oraz trwania
reakeji ADCC zdaje si¢ wskazywa¢, ze spelnia
ona wazng role w procesie zdrowienia bydta
w zakazeniach powodowanych wirusem BHVI.
W niezmienionym ukladzie do$wiadczen Rouse
i wsp. (46) porownali aktywnosé réznych ko-
morek efektorowych w odczynie ADCC i
stwierdzili, ze jest ona zrdznicowana dla po-
szczegdlnych typoéw komorek docelowych. W
badaniach wykazano, ze erytrocyly kury sa
niszczone juz w 2—7 godzinie reakeji, zaréwno
przez komoérki ukladu limfocytarnego, jak i
komérki MN i PMN (46) natomiast komorki
zakazone wirusem BHV1, ulegaly niszczeniu
poczawszy od 10—20 godziny, a w reakcji —
jak sie wydawalo, braty udzial tylko komorki
MN. Blizsza analiza doswiadczenia (46) wyka-
zala, ze w sklad uzytych do badan komorek
wchodzito 24% granulocytéw obojetnochion-
nych. Bylo zatem prawdopodobne, ze u bydla
komérkami efektorowymi w stosunku do ko-
mérek zakazonych wirusem BHV1, sg komorki
MN i PMN, co potwierdzono w dalszych bada-
niach (16, 40, 46, 49).

Grewal i wsp. (14) badajgc efektywnose cy-
totoksyczng roznych typdw komoérek podaja,
ze najwieksza aktywnosé w reakeji typu ADCC
wykazuja w kolejnosci: komorki PMN i ma-
krofagi wymienia oraz granulocyty obojetno-
chlonne i limfoeyty krwi. Komoérki PMN gru-
czolu mlekowego wymagaly takze najmniej-
szej ilosci przeciwcial do przebiegu reakeji,
ktéra zachodzila najszybciej i najpelnej. Rozni-
ce w efektywnosci dziatania komoérek PMN gru-
czotu mlekowego i krwi obwodowej autorzy
(14) tlumacza mozliwoscig istnienia réznych
podgrup komérek PMN lub roznica zwigzang
z ich pozyskiwaniem. Badajac warunki prze-
biegu reakecji ADCC, jak: wplyw czynnikéw
fizycznych, substancji chemicznych wykazano,
ze optimum osigga ona jezeli: miano przeciw-
cial przeciw wirusowi IBR/IPV wynosi 1/10,

202

stosunek komorek efektorowych do docelowych
100:1, przy ogdlnej liczbie komorek efektoro-
wych 3X10° (14, 46, 53, 54). Antybiotyki ha-
mujace synteze DNA, RNA oraz bialek komor-
kowych nie dziataja na przebieg reakcji ADCC
komoérek PMN (52). Jony wapnia hamuja jej
przebieg za posrednictwem ladunkow ujem-
nych wzrastajacych pomiedzy komorka efek-
torowa a docelowa, nie pozwalajgc na bezpo-
éredni kontakt komérek, stanowiacy istole re-
akeji pierwszego etapu procesu ADCC (18). Zel
krzemionkowy powoduje ostabienie cytotoksy-
cznosei ADCC w okresie lizy komorek (18). In-
ne substancje chemiczne i produkty bhiochemicz-
ne, a takze czynniki fizyczne oddzialywujg na
komérki w reakeji ADCC poprzez ¢GMP i (lub)
cAMP (14, 46, 54). Nieoczyszcezony INF komo-
rek MN wplywa stymulujaco na reakcje ADCC
granulocytéw, chociaz z uwagi na zawarte w
nim dodatkowe stymulatory np. limfokiny (33)
trudno o ostateczne wnioski. Podobnie trudno
jednoznacznie oceni¢ udzial mechanizméw rea-
keji ADCC jako kontroli rozprzestrzeniania sie
wirusa BHV1 (46). Przyjmuje sie, Ze mecha-
nizm ten jest zwigzany z wydzielaniem z ko-
mérek PMN réznych czynnikéw, ktorych cha-
rakter, budowa oraz sposdb rozpoczynania rea-
keji i mechanizmy jej dzialania nie zostaty do
kotica rozpoznane (46). Wykazano tylko w tym
doswiadczeniu, ze agregacja immunoglobulin
hamuje zjawisko ADCC, zas przeciwciala pod-
klasy G, i ich fragment F (ab), oraz bialka
odpornoéciowe klasy M, stymuluja przebieg
reakcji (46).

Obok zjawiska cytotoksycznosci zaleznej od
przeciwcial komoérki PMN bydia reaguja w
odezynie ADCC i C (43), ktory wydaje sie sta-
nowi¢ jeden z podstawowych mechanizmow o-
brony organizmu w przypadkach zakazen wi-
rusem BHV1. Udzial dopelniacza wzmaga o
50% efektywnosé niszezenia komérek docelo-
wych zakazonych wirusem BHV1 w odczynie
ADCC i C glownie wtedy, kiedy skladniki u-
kladu ADCC nie wystepujs w optymalnych
proporcjach, np. przy zbyt mate]j liczbie ko-
mérek efektorowych w stosunku komérek do-
celowych, niewielkiej ilosei przeciwcial czy
zbyt krotkim czasie reakeji. Wykazano (43), ze
zarowno komorki efektorowe, jak i klasy prze-
ciwcial niezdolne do wywolania reakeji cyto-
toksycznej nabieraja tej cechy w obecnosci do-
pelniacza. Wedlug Rousa i wsp. (44) reakcja
ADCC i C wydaje sig¢ odgrywac istotng role
w procesie zdrowienia; szczegélnie we wczes-
nym okresie zakazenia wirusowego, kiedy na
powierzchni komérki wystepuja niewielkie ilos-
ci antygenéw, a w organizmie niewielka ilosé
przeciweial. Dowodem udzialu dopelniacza w
tym procesie ma by¢ spadek jego ilosci w su-
rowicy bydla w czasie likwidacji zakazen wtor-
nych wirusem BHVI, jednak obserwacja ta
wymaga dalszych badan (44).

Grewal i wsp. (16) udowodnili, ze oczyszczo-
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na i zageszczona zawiesina granulocytoéw obo-
jetnochlonnych jest zdolna do niszczenia ko-
moérek docelowych zakazonych wirusem BHV1
w reakcji CDNC — to jest bez udzialu prze-
ciwcial, lecz w obecnosci dopeiniacza. Wykaza-
no, ze wobec komoérek docelowych zakazonych
wirusem BHV1 odczyn CDNC jest okolo 30%
mniej efektywny od zjawiska ADCC i C (31,
40) oraz, ze wybiorczemu niszezeniu ulegajg
tylko komorki zakazone, Reakcja CDNC, w
stosunku do komérek docelowych zakazonych
wirusem IBR/IPV rozpoczyna sie pomiedzy 4—
6 godzing i jest wyrazona najsilniej w 18--22
godzinie. W 10 godzinie tego zjawiska lizie
ulega 10% komorek docelowych, zas w 16 go-
dzinie od 30—60% (3, 16). Pojawienie si¢ an-
tygendw wirusa BHV1 na powierzchni komor-
ki w b godzinie od zakazenia, a dojrzatych wi-
rionéw w komorce w 9 godzinie wydaje sie
wskazywaé, ze antygeny tego wirusa w maltym
stopniu wplywaja na rozwdj reakcji CDNC,
a jest ona warunkowana innymi czynnikami
(16). Wykazano, ze zjawisko CDNC podobnie
jak reakcja ADCC i ADCC i C wymaga kon-
taktu fizycznego pomiedzy komoérks efektoro-
wa, a docelowg oraz, ze cytotoksycznosé ko-
morek PMN zalezna tylko od dopelniacza jest
4—30-krotnie silniejsza od analogicznej rea-
keji warunkowanej komoérkami MN (16).

In vitro reakcja CDNC przebiega optymalnie
w temperaturze 37°C, jezeli miano dopelniacza
wynosi 1:50, a stosunek komoérek efektoro-
wych do docelowych 50:1 (16). Reakcja CDNC
jest uwarunkowana aktywno$cig proteaz blony
cytoplazmatycznej komdrek efektorowych, ktoé-
ra ulega nieswoistemu pobudzeniu np. konka-
waling (16). Pomimo braku bezposrednich do-
wodbéw potwierdzajacych wystepowanie reakeji
CDNC in vivo, Grewal i wsp. (12) wyrazaja
poglad, Ze odczyn ten moze stanowié wazny
mechanizm obrony organizmu w pierwszym o-
kresie zakazen wirusem BHVI, kiedy zaréwno
liczba swoistych w stosunku do zarazka komo-
rek cytotoksycznych T, jak i ilosé przeciwcial
w organizmie ksztaltuja sie na niskim pozioc-
mie. Mozna domniemywaé¢, ze odczyn ten po-
przez redukcje ilosci zarazka w  organizmie
bydla w pierwszym etapie zakazenia stwarza
czas potrzebny gospodarzowi do rozwoju odpo-
wiedzi immunologicznej, a rozwijajace sie me-
chanizmy odpornosci swoistej tatwiej eliminu-
ja zarazek z ustroju (12). Wydaje sie, ze reakcja
CDNC jest szczegdlnie wazna w tych zakaze-
niach wirusowych bydla, w ktorych wystepuje
Immunosupresyjne oddzialywanie zarazka na
rozwaj odpornosci swoistej.

Udzial komérek PMN w odczynach ADCC,
ADCC i C, CDNC w zakazeniach bydla wiru-
sem BHVI, ich szybka wedréwka do miejsca
wnikniecia zarazka, mozliwo$é produkeji INF
(42), wskazuja na istotne znaczenie granulocy-
tow obojetnochtonnych w likwidacji zakazen
wirusowych bhydla. Potwierdzaja to badania

wlasne (7, 8), w ktérych u zwierzat zakazonych
doswiadczenie i naturalnie obserwowano wzrost
liczby komérek PMN we krwi obwodowej i
ich zwiekszong aktywnosé pochtaniania, wydzie-
lania enzymow oraz migracji. Wprawdzie do-
tychczasowe badania nie wyjasniaja dostatecz-
nie mechanizméw dzialania komoérek PMN w
zakazeniach bydla wirusem BHV1, wskazujg
jednak na konieczno$é poddania rewizji trady-
cyjnie niedocenianej roli granulocytow obojet-
nochlonnyeh w likwidacji zakazen wirusowych.
Nie zmniejsza to znaczenia innych, a szczegdl-
nie swoistych mechanizméw obronnych orga-
nizmu, lecz stawia je w nieco innych wymia-
rach. Zagadnienia te stanowig przedmiot od-
dzielnych opracowan autorow.
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Chlamidospory Trichophylon verrucosum

Listytut Chordh Zakainych 1| Inwazyjnych Wydzlalu Weterynaryjnego AR,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Chlamidospory stanowia jeden z typéw za-
rodnikdéw bezpiciowych wytwarzanych przez
rozne gatunki grzybow chorobotworczych. Sg
to duze kuliste formy, o podwdjnej Scianie ko-
moérkowej zawierajace skupienia protoplazmy
1 materialow zapasowych (13, 18). Ukladajg sie
pojedynczo lub po kilka na koncach nitek
grzybni (terminalnie), w ich przebiegu (inter-
kalarnie) Iub z boku nitek (lateralnie), przy
czym Srednica zarodnikow przewyzisza zawsze
srednice wytwarzajacych je strzepek wegeta-
tywnych.

Chlamidospory zarodniki przetrwalnikowe
(spoczynkowe) powstajg najczesciej jako rea-
keja drobnoustroju na warunki $rodowiska od-
biegajace od optymalnych dla rozwoju grzyba
np. wyczerpywanie sie substancii pokarmo-
wych, brak odpowiedniego substratu, zwigk-
szone stezenie dwutlenku wegla (1) lub po pro-
stu starzenie sie hodowli (12). Charakterystycz-
ne chlamidospory wytwarza m.in. Candida al-
bicans (6, 11), Histoplasma capsulatum (1, 17),
Mucor czy Fusarium (17). Wyjatkowo ten
typ spor obserwuje sie u dermatofitow, jakkol-
wiek podreczniki mikologii (5, 14, 17), charak-
teryzujac ogblnie ich mikromorfologie, wymie-
niajg chlamidospory obok innych zarodnikow.

Szczegolnie uboga w elementy morfologicz-
ne jest grzybnia Trichophyton verrucosum. W
preparatach mikroskopowych wykonanych bez-
poérednio z materiatu chorobowego lub z ho-
dowli na podlozu Sabourauda, spotyka sie prze-
de wszystkim inwazyjng posta¢ zarazka tj.
artrospory.

Bardzo nieliczni autorzy wspominaja o chla-
midosporach wytwarzanych przez T. wverruco-
sum. Scott w 1976 r. (16) charakteryzujac no-
wy wariant T. verrucosum tzw. T. verrucosum
var. autotrophicum izolowany ze zmian grzy-
biczych owiec podaje, ze przy podwyzszonej
temperaturze wzrostu ma on zdolnose produ-
kowania chlamidospor. Ostatnio Ditrich i Ot-
denadek (4) izolowali réowniez od owiec szczep
T. perrucosum, ktéory na podlozu Sabouraugla
7z glukoza w temperaturze 27°C tworzyl po 30
dniach inkubacji kolonie zawierajace strzepki
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z interkalarnymi i terminalnymi chlamidospo-
rami o srednicy od 4—12 um.

Obecna praca omawia warunki, w ktéorych
wyiwarzane sg chlamidcspory vprzez szczepy
T. verrucosum izolowane od bydia.

Materiat i metody

Material do badan stanowilo 6 wybranych losowo
szezepbw laboratoryjnych Trichophyton wverrucosum:
nr 43, nr 41, ar 7, nr 8, nr 208, nr Z, ktére wysie-
wano na nastepujace podioza:

— klasyczne podtoze Sabourauda,

— podioze Sabourauda, w ktérym dodatek 4% gluko-
2y zastgpiono analogiczng iloscia sacharozy, ga-
laktozy, sorbitolu i mannitolu,

— podloze Sabourauda bez dodatku cukru.

Wytypowane szezepy T. wverrucosum posiewano
rownolegle metody tradycyjng oraz techniksg dwuwar-
stwowa (19) i inkubowano w temperaturze 37°C.

Badania powtarzano kilkakrotnie w réinym czasie,
ustalajgc warunki, w ktérych systematycznie stwier-
dzano obecnosé przetrwalnikow. : :

Wyniki i omowienie

Mikromorfologia szezepow Trichophyton ver-
rucosum zalezy w znacznym stopniu od skladu
podtoza. Na klasycznym podiozu Sabourauda
z dodatkiem 4% glukozy, T. verrucosum wy-
twarza charakterystyczne artrospory i nielicz-

Rve. 1. Terminalne i lateralne ulozenie chlamidospor
T. wverrucosum. Hodowla 4-dniowa na podlozu Sa-
bourauda bez cukru. Pow. 600 X



