Nr 11 —12

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XLV

Prost M., Sopinska A. — Evaluation of the activity
of cellular protective reactions irn the carp with sa-
prolegnia infection after {reatment with malachite
green and immunostimulation

The effect of saprolegnia infection, therapy using
malachite green and application of Lewamisole as a
stimmulant on the activity of cellular protective me-
chanisms in the carp was evaluated. Three methods
were used in experimentations: the NBT to determine
a metabolic activity of neutrophils, rosette E test to
chieck a number of rosettes produced by T lympho-
cytes, cytochemic method to detect the presence of

alpha-naphylesterase in membranes of T lymphocytes.
Moreover, a total number of blood leukocytes and
neutrophils was determined.

It was found that: 1) fungal infection stimmulates
immunological cellular reactions 2) Lewamisole ap-
peared to be an effective immunostimulant which
affected positively the course and descent of infection
3) in practice the fish may be bather in Lewamisole
solution insted of intraperitoneal injection of this
immunostimulant becausé both ways of this drug
application gave a comparable results 4) immuno-
suppresive action of malachite green due to some
discrepancies of results (table 1) may not be univo-
cally stated.

JANUSZ WAWRZKIEWICZ, KRYSTYNA WAWRZKIEWICZ

Krzyzowe reakcje immunologiczne u cielat po szczepionkach
przeciwko grzybicy skérnej”)

Zakilad Mikrobiologii Instytutu Choréb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
ul, Akademicka 12, 20-033 Lublin

Od dawna wiadomo, ze budowa antygenowa
dermatofitow jest bardzo ztozona i ze zawiera
zaréwno grupowo swoiste, jak i gatunkowo spe-
cyficzne frakcje (5, 6, 7). Jednak dopiero wy-
razny postep w technikach immunologicznych
przyczynil sie znacznie do dokladniejszego po-
znawania tej struktury.

Andrieu i wsp. (1) amalizujge, przy uzyciu
immunoelektroforezy, sklad antygenowy roz-
nych gatunkéw dermatofitéw wykazali, w za-
leznosci od szezepu, od 10 do 20 réznych frak-
cji antygenowych. Christiansen 1 Svejgaard (3)
liczbe te znacznie podwyzszyli stwierdzajgc za
pomoca immunoelektroforezy ilosciowej u T.
rubrum i M. canis 35, u T. mentagrophytes 26
iu E. fluccosum 25 odmiennych komponentow
antygenowych. Pézniejsze badania tych samych
" gatunkéw, przeprowadzone z zastosowaniem
krzyzowe]j elektroforezy przez Montclos 1 Gui-
net (9) pozwolily na wykazanie jeszcze od 15
do 20 dodatkowych antygendw. Obecnosé wspdl-
nych antygenéw warunkuje miedzygatunkowe
krzyzowe reakcje serologiczne (12, 13, 16) i zja-
wiska krzyzowe]j nadwrazliwosci (2, 10, 23).

Pozostaje jednak nadal do wyja$nienia za-
gadnienie, czy antygeny grzybowe uczulajace
limfocyty T, odpowiedzialne za alergie typu
péZnego, sg sprzezone z frakcjami antygenowy-
mi indukujgcymi odpornos$é komodrkowsy, czy
tez stanowig odmienne ugrupowania.

Jak dotad opracowano i wprowadzono do
praktyki weterynaryjnej miedzy innymi szcze-
pionke LTF-130 (15) i Trichovac — zawierajg-
ce atenuowane szczepy Trichophyton verruco-
sum, wakeyne SP-1 ze szczepu Trichophyton
equinum przeciwko trychofitozie koni (11) oraz
szczepionke Mentavac TM-135 opartg na immu-
nogennym szczepie Trichophyton mentagrophy-
tes (8, 14). Wszystkie te preparaty stanowg zy-

*) Badania finansowane w ramach programu RR—II—24.

we szczepionki, odrebne dla kazdego gatunku
zwierzat, o stosunkowo duzej skuteczno$ci w
przypadkach infekeji homologicznym gatun-
kiem grzyba. Nasuwa sie pytanie, jak ksztal-
tuja sie zjawiska odpornosciowe u immunizo-
wanych zwierzat w przypadku zakazenia hete-
rologicznymi dermatofitami.

Obecne badania mialy na celu prze§ledzenie
krzyzowych reakcji immunologicznych u cielat,
ktérym podano inaktywowane szczepionki prze-
ciwko trychofitozie bydla, a nastepnie zakaza-
no sztucznie réznymi gatunkami -dermatofitow.

Material i metody

Szezepy. Do produkeji szezepionek wykorzystano
krajowe szczepy Trichophyton verrucosum 43 (szczep
izolowany od bydla w 1974 1.), 53 (szczep izolowany
od bydla w 1988 r.), T. mentagrophytes 1 (szczep izolo-
wany od bydia w 1983 r.) i 37 (szczep izolowany od
cztowieka w 1988 r.) oraz szczep T. mentagrophytes
var. granulosum 58 (szczep izolowany od czlowieka
w 1984 r.). Dodatkowo do préby challenge uzywano
szezepu T. verrucosum ,,Z” o sprawdzonej zjadliwosei
(szczep izolowany od bydia w 1984 r.).

Szczepionki. Inakiywowane szezepionki, przygc-
towane wg metody podane] przez autorow (18}, sto-
sowano dwukrotnie domisiniowo w odstepie 10-dnio-
wym w dawkach po 6 ml na sztuke.

Test skoérny. W prébie skérnej stosowano aler-
geny stanowigce filtraty 4-miesiecznyech hodowli
szczepéw T. verrucosum 43, T. mentagrophytes 1 i T.
mentagrophytes var. granulosum 58 na cukrowym po-
diozu Sabourauda. Alergeny podawano $rédskérnie
w okolicy szyi w ilosci 0,4 ml, a wyniki odczytywano
po 24 godzinach. Rézinice w grubosci faldu skérnego
powyzej 3 mm traktowano jako wynik dodatni.

Pré6ba challenge. Do inokulacji zwierzat sto-
sowano stalg objetosé wystandaryzowanych zawiesin
szezepdw T. verrucosum ,,Z”, T. mentagrophytes 11i T.
mentagrophytes wvar. granulosum 58, zawierajacych
wzrastajgca liczbe komoérek grzyba, co odpowiadalo w
przyblizeniu od 10 do 10000 minimalnym dawkom
zakazajgcym (19). Poszczegdlne zawiesiny nanoszonc na
depilowana i dodatkowo podrazniong mechanicznie
skbre. Kazde zwierze inokulowano réwnocze$nie dwo-
ma réinymi szczepami (na 1 boku badano 1 szczep),
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stosujac po 4 rdéine dawki zalsmzajace grzyba. Poste-
powanie takie pozwalalo zminimalizowaé wahania
w indywidualnej wrazliwosci zwierzat i oceni¢ iloscio-
we roznice w odpornosci na zjadliwe szczepy uzyte
w prébie ,challenge”.

Wilgotno$¢ wzgledng pomieszezenia mierzono przy
pomocy psychrometru aspiracyjnego w dwéch kolej-
nych dniach w czasie wykonywania sztucznej infek-
cji.

Wyniki i oméwienie

Krzyzowe reakcje immunologiczne u szcze-
pionych cielat badano w dwoch kolejnych eta-
pach. W pierwszym z nich zwierzeta traktowa-
no inaktywowang szczepionkg monowalentng
zawierajacg szczep T. verrucosum 43, a nastep-
nie zakazano je zjadliwym szczepem T. verru-
cosum ,Z" oraz T. mentagrophytes var. granu-
losum. Badania przeprowadzono dwukrotnie:
w okresie wiosenno-letnim mna 4 cieletach oraz
w okresie jesienno-zimowym na 6 zwierzetach.

Ofrzymane wyniki przedstawia ryc. 1. Wska-
zuje ona na niemal calkowitg odpornosé szczepio-
nych cielagt w stosunku do zjadliwego szczepu
T. verrucosum oraz na cze$ciowa niewrazli-
wos¢ na infekcje heterologicznym szczepem
T. mentagrophytes v. granulosum. Badania te
wykonano w okresie wiosenno-letnim przy tem-

Tab. 1. Krzyzowe reakcje alergiczne u cielgt uodpor-
nionych przeciwko trychofitozie
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tagrophytes 1, Tm. 37 — Trichophyton mentagrophytes 7,

Tg. 58 — Trichophyton mentagrophytes var. granulosum 58.
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Objasnienia: jJak w tab. 1

peraturze srodowiska okolo 15°C i wilgotnosci
wzglednej pomieszezen okolo 68%. W takich
warunkach masilenie zmian klinicznych grzybi-
cy u zwierzat kontrolnych byto wyraznie zrédz-
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nicowane i tylko przy majwyzszych dawkach
zakazajacych rozwinely sie intensywmne zmiany
chorobowe.

Analogiczne do$wiadczenie, przeprowadzone
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w warunkach podwyzszonej wilgotnosci §rodo-
wiska (85%—90%), potwierdzito poprzednie re-
zultaty; w przypadku tym réwniez obserwowa-
no znaczng odporno$é cielgt w stosunku do
zjadliwego szczepu T. verrucosum ,Z” i slab-
sza na zakazenie szczepem T. mentagrophytes
v. granulosum. Jednak odmienne warunki kli-
matyczne, a zwlaszeza duza wilgotno$é wzgled-
na pomieszczen wyraznie wptynely na charak-
ter zmian klinicznych do$wiadczalnie zakaza-
nych cielgt. U zwierzat kontrolnych rozwinely
sie rozlegle zmiany grzybicze po wprowadzeniu
nawet najnizszych dawek zakazajgcych.

Poszerzajgc z kolei zakres badan, cieleta pod-
dano immunizacji szczepionkami monowalent-
nymi, zawierajgcymi roézne szczepy T. verruco-
sum i T. mentagrophytes. Wyniki krzyzowych
reakcji alergicznych podaje tab. 1, a stopien
odpornosci krzyzowej ryc. la i 1b. U wszyst-
kich szczepionych zwierzat, miezaleznie od ro-
dzaju szczepionki, wykazano nadwrazliwosé ty-
pu opoéznionego w stosunku do alergenu przy-
gotowanego ze szczepu T. mentagrophytes 1.

Znacznie stabsze reakcje wystapily po zasto-
sowaniu alergenu ze szczepu T. mentagrophy-
tes v. granulosum; trychofityna zas ze szczepu
T. verrucosum 43 w og6le nie ujawnila pozy-
tywnych reakcji nadwrazliwosci. Stwierdzono
wiec krzyzowe reakcje alergiczne przy réwno-
czesnym znacznym zréznicowaniu wartosci po-
szczegblnych alergendéw, co potwierdzalo wyni-
ki poprzednich badan przeprowadzonych na
$winkach morskich (21).

Jakkolwiek pojawienie sie nadwrazliwosci
typu poznego koresponduje w pewnym stopniu
ze stanem miewrazliwo$ci zwierzat na zakaze-
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nie, to jednak najbardziej adekwatnym, bezpo-
$rednim miernikiem odporno$ci jest proba chal-
lenge.

Kolejne badania przeprowadzono na ciele-
tach, ktorym podano trzy odmienne szczepion-
ki monowalentne, a nastepnie zakazano réznymi
szczepami zjadliwymi rodzaju Trichophyton
(ryc. la). Wykazano, ze monowalentna szcze-
pionka inaktywowana, przygotowana ze szczepu
T. verrucosum 43, indukowala dobrg odporno$é
swoistg i czeSciowg miewrazliwosé na zakaze-
nie szczepami heterologicznymi. Preparat za-
wierajacy szczep T. mentagrophytes var. gra-
nulosum 58 stymulowat odpornosé swoistg 1 he-
terologiczng mnizszego rzedu, natomiast szcze-
pionka ze szczepu T. mentagrophytes 1 nie po-
siadala w ogéle wlasciwosci immunogennych.

607



Nr 11—12

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XLV

Wiszystkie bowiem zakazone cieleta wykazywa-
ty zmiany grzybicze o intensywnosci zblizone]
do zmian wystepujacych u zwierzat kontrol-
nych.

Réwniez nastepne do$wiadczenia obejmujace
zwierzeta immunizowane szczepionkami mono-
walentnymi, przygotowanymi z odmiennych
szczepéw, a mianowicie ze szezepu T. verruco-
sum 53 i T. mentagrophytes 37 potwierdzily
poprzednie obserwacje (ryc. 1b). Preparat za-
wierajacy szezep T. verrucosum 53 chronil bo-
wiem zwierzeta w znacznym stopniu przed za-
kazeniem zjadliwym szczepem T. verrucosum 53
i w ograniczonym stopniu przed szczepem he-
terologicznym T. mentagrophytes 37. Natomiast
szezepionka zawierajacy antygeny szczepu T.
mentagrophytes 37 w ogble nie zabezpieczala
cielat przed infekejg zaréwno szczepem homo-
logicznym, jak i heterologicznym.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze sposrod trzech
badanych szczepow T. mentagrophytes dwa,
tj. Tm 1 i Tm 37 nie miaty wilasciwosci immu-
nogennych. Podobny brak zdolnosci ochron-
nych w badaniach na $winkach morskich ce-
chowal autoszezepionke, zawierajaca szczep T.
mentagrophytes 2 (17). Z drugiej strony donie-
sienie Weissa 1 wsp. (22) o indukeji odporno-
sci u dwinek morskich po stosowaniu szczepion-
ki zawierajacej szczep T. mentagrophytes oraz
pozytywne wyniki szczepien zwierzat futerko-
wych preparatem Mentavac, moga wskazywac
na znaczne zroéznicowanie wiasciwoscl immuno-
gennych wsrdd szezepow T. mentagrophytes.
Natomiast zaréwno badania wlasne, jak tez
prace innych autoréw (4, 22) zgodnie podkres-
lajg znaczng zdolnos¢ szczepéw T. verrucosum
do wzbudzania u zwierzat odpornodci adapta-
cyjnej nabytej i to nie tylko $cisle swoistej, ale
réwniez odnoszacej sie w pewnym stopniu do
szezepdw gatunku T. mentagrophytes.

Tak wiec u cielgt, ktorym podawano roz-
ne monowalentne szczepionki inakiywowane
stwierdzono, stosujgc odpowiednie trychofity-
ny, wystepowanie krzyzowych reakeji alergicz-
nych o zblizonej intensywnosci. Natomiast prze-
prowadzona u nich préba challenge wykazala
tylko czeSciows odpornosé, ktorej stopien uwa-
runkowany - byl rodzajem szczepu. Na przykla-
dzie szczepu T. mentagrophytes 1 mozna sgdzié,
ze frakcje antygenowe zaangazowane w zjawi-
ska nadwrazliwosci nie wydajg sie byé¢ réwno-
czesnie odpowiedzialne za procesy odporno-
Sciowe. Wystepowanie wiec alergii typu pézne-
go nie zawsze moze by¢ miernikiem odpornosci
poszczepiennej; wiekszg warto$¢é pod tym
wzgledem zdaje sie posiada¢ test hamowania
migracji leukocytow (20). Nadal jednak naj-
bardziej miarodajnym wskaZnikiem stopnia na-
bytej odpornosci swoistej w okre§lonych wa-
Il‘unkach Srodowiskowych pozostaje proba chal-
enge.

Uzyskane wyniki mogg wskazywaé na realne
mozliwoscl opracowania, poprzez dobér wiasci-
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wych szczepdéw, preparatu skojarzonego o sze-
rokim spektrum profilaktycznym, zabezpiecza-
jacego zwierzeta przed infekcjg szczepami T.
verrucosum i T. mentagrophytes, stanowigcy-
mi najczestszg przyczyne grzybicy skoérnej by-
dia, owiec i zwierzgt futerkowych.
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Wawrzkiewicz J., Wawrzkiewicz K. — Cross immuno-
logical reactions in calves following vaccination aga-
inst trichophytosis (ringworm)

The purpose of the work was to trace cross immu-
nological reactions in calves immunized with inacti-
vated vaccines against ringworm of cattle and infected
with different species of dermatophytes artificially
after 6 weeks since the first injection of the vaccines.
The strains of Trichophyton verrucosum 43 (Tv 43),
T. verrucosum 53, T. mentagrophytes (Tm) 1 and Tm
37, and Tm wvar. granulosum (Tg) 58 were used to
prepare the vaccines. The inactivated vaccines made
acc. to the method described previously (18) were
given twice intramuscularly. DHT was performed
using filtrates of Tv 43 and Tm 1 culiivaied in
Sabouraud’s liquid media. The allergens were given
intracutaneously at a dose of 0.4 ml; the findings
were read after 24 hours. The differences in the skin
fold thickness over 3.0 mm were regarded as posi-
tive results. Challenge was performed using the same
volume of standarized suspensions of TvZ (virulent
strain), Tm 1 and Tg 58 containing an increasing
number of the fungi. Each animals was dnoculated
simultaneously with two different strains employing
4 various doses of the same fungus on one side of
the animal., Humidity of premises was measured with
an aspirate psychrometer. The examinations were
done in Spring-Summer and in Autumn-Winter pe-
riods. It was found that: 1 — In calves immunized
with the vaccine made of Tv 43 and to some extent
Tv 53, depending on climatic conditions, there oc-
curred a complete or very marked immunity against
the virulent strain TvZ; 2 — Partially resistance was
observed also in case of infection with a heterolo-
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gous strain, i.e. Tg 58. 3 — Inactivated vaccines of
Tm 1 and Tm 37 had no immunogenic properties.
4 — In all calves immunized with the monovalent
vaccines there was found a delay type of hypersensi-

ZDZISEAW GLINSKI, JAN JAROSZ*

tivity. The ability of a strain to induce hypersensi-
tivity was not associated with its immunogenicity;
that may indicate that there is no direct affinity
betwen immunity and the state of allergy.

Inkapsulacja—mechanizm obrony komérkowej u owadéw

Instytut Choréb Zakaznych i Inwazyjnych Wydziatu Weterynaryjnego AR,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin
# Pracownia Patologii Owadoéw UMCS, ul. Akademicka 17, 20-033 Lublin

Owady, ktére nalezg do jednej z najstarszych
filogenetycznie, a obecnie majliczniejszej grupy
zwierzat, zasiedlajgc réznorodne nisze ekolo-
giczne, wyksztaleily zlozony zespét mechaniz-
mow zabezpieczajgeych utrzymanie wewngtrz-
nej homeostazy. Roéznorodno$é nisz ekologicz-
nych stwarza potencjalne zagrozenia dla owa-
dow ze strony réznorodnych szkodliwych czyn-
nikow abiotycznych i biotycznych, zwlaszcza
warunkowo chorobotwoérczych i chorobotwor-
czych mikroorganizméw 1 pasozytow. Mozli-
wos¢ przezycia majg tylko te gatunki, ktére we
wszystkich stadiach rozwoju ontogenetycznego
wyksztaleily efektywne mechanizmy obrony
przeciwzakaznej. Zespot tych reakcji obron-
nych, w ktorych sg zaangazowane naturalne
bariery anatomiczno-fizjologiczne, -odczyny ko-
morkowe i ozynniki obrony humoralnej, ma na
celu niedopuszczenie do zakazenia oraz likwi-
dacje powstalego zakazenia w organizmie
owada.

Bariery i mechanizmy chronigce owada
przed zakazeniem

Pierwotng i bardzo skuteczng linig obrony
przeciwko entomopatogenom i pasozytom sta-
nowig bariery anatomiczne jak okrywa ciala
i schitynizowany szkielet zewnetrzny, wysciol-
ka chitynowa w jelicie przednim i tylnym, blo-
na perytroficzna i nablonek jelita Srodkowego.
Z tymi anatomicznymi barierami ochronnymi
wspétdziatajg substancje o dzialaniu przeciw-
bakteryjnym 1 przeciwgrzybiczym obecne w
okrywie ciala (16, 37) 1 w jelicie $rodkowym:
enzymy trawienne, odezyn i potencjal oksydo-
-redukeyjny tresci pokarmowej, substancje o
dziataniu przeciwdrobnoustroiowym pochodzg-
ce badz z pokammoéw, lub wytwarzane przez
autochtoniczng flore jelitowg i tadunek elek-
tryczny powierzchni nablonka jelita srodkowe-
go (17). Przelamanie barier ochronnych, jakimi
sg okrywa ciata i jelito srodkowe, ktére u wiek-
szo$ci owadow stanowig glowne wrota zakaze-
nia, uruchamia zespd! mechanizmoéw obrony
wewnetrznej owada. Zostaje zainicjowany ciag
zdarzen, w ktorych sg zaangazowane reakcje
obrony komorkowej oraz czynniki humoralne

hemolimfy, ktorych celem jest lokalizacja, a
nastepnie likwidacja zakazenia. Czynniki he-
molimfy o dzialaniu bakteriobéjczym, o charak-
terze polipeptydow lub drobnoczgsteczkowych
bialek wystepujg w niskich stezeniach we krwi
owadow zdrowych, zwiekszajg swoj poziom w
przebiegu zakazen w nastepstwie uwalniania
z krwinek lub sg syntetyzowane ,de novo” w
zakazonym organizmie (10, 24). Do najlepie]j
poznanych czynnikéw odporno$ci humoralnej
owada nalezy lizozym, ktéry warunkuje zaréw-
no wrodzong, jak i nabytg czynnie odpornose
przeciwzakazng owada (5, 11, 12, 23). Wérod
czynnikow mabytych, pojawiajacych sie w he-
molimfie w procesie zakazenia, glowng role od-
grywajg polipeptydy o dzialaniu bakteriobdj-
czym, zwilaszeza cekropiny (10, 24) i attacyny
(1, 6) u Lepidoptera, a dipterycyny u Diptera
(13, 14).

Reakcje obrony komoérkowej a inkapsulacja

Owady wyksztalcily w rozwoju ewolucyjnym
komorki pelnigce genetycznie zaprogramowane
funkcje obronne, do ktorych nalezy zdolnosé
wzajemnego rozpoznawania komorek, a przede
wszystkim odréznianie struktur wlasnych (self)
od cbeych (non self), likwidacja cial obcych,
ich niszczenie 1 usuwanie z organizmu (21, 33,
36). Role te pelnig niektére typy komoérek krwi
owada (hemocyty), zaangazowane w procesach
obrony komoérkowej takich jak fagocytoza, no-
dulacja, agregacja wzglednie inkapsulacja. O ile
fagocytoza u kregowcow, a takze u owadow
wykazuje duze podobienstwa czynnoSciowe, a
jej ostatecznym efektem jest usuwanie obeych
substancji i mikroorganizméw z krwi przez ich
pochlanianie, a nastepnie miszczenie w procesie
wewnatrzkomérkowego trawienia, to pozostale
mechanizmy obrony komoérkowej sg specyficz-
ne dla owaddéw, a koncowym efektem ich dzia-
tania jest sekwestracja patogendow i pasozytow
(8). Zarodniki i strzepki grzybéw, pasozyty i ich
jaja oraz wicksze skupiska bakterii sg w tych
reakcjach komoérkowych izolowane dos¢ §cisle
od kontaktu z hemolimfg i tkankami gospoda-
rza (21, 30). Ich losy zaleig od charakteru i na-
silenia reakcji komoérkowych, rodzaju czynni-
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