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Prost M., Sopińska A. - Evaluation of the activity
of cellular protective reactions iu the carp with sa-
prolegnia infection after treatment with malachite
green and immunostimulation

The effect of saprolegnia infection, therapy using
malaohite green and application of Lewarn,isole as a
sti,mm,ulant on the activ|ity of cellular pro ective me-
chanisim,s in the carp was evaJ.uated, Thrree methods
were used in experimentations: the NBT to determiine
a rneitabolic activity of neutrophils, rose,tte E test to
check a nurnber of rosette,s pr,odrr.rced by T lyrnplro-
cytes, cytocłremic method to detect the presence of

atrpha-naphylester,ase in membranes ,of T lyrrrphocytes.
Moreover, a total rrumiber of blood leukocytes and
nedtr,ophiłs was deterrnined.

It was fotrnd tihat: 1) fungal i,nJection stimrnulates
immunological cellular reactions 2) Lewamisole ap-
peared to be an effe,ctive ilrnrnunostirnulant which
affecte,d posi(.iveiy the course and descent of inJection
3) in practice the fis,h may be ba,ther in Lewamisole
solution insted of i,ntrape,ritoneal injection of tłtis
irnrnunostim,ulant becausć both ways of this drug
app).ication gave a cornparable results 4) irnrnuno-
suppnesive acóiorr of rnalachite green due to some
dis,crepancies of restrlts (table 1) may not be univo-
cally stated.

JANUSZ WAWRZKIEWICZ, KRYSTYNA WAWRZK]EWICZ

Krzyżowe reokcle irnmunologiczne u cielqł po szczepionkoch
przeciwko grzybicy skornei*)

zakład Mikrobiologii Instytutu Chorób zakażlwh i Inwazyjnych Wydział_u Weterynaryjnego AĘ,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Od ,dawna wiadorno, że budowa ant5lgenowa
derrnatofitów jest bardzo złożona i że zawiera
zarówno grupowo s,woiste, jak i gatunkolvo spe-
cy'iczne frakcje (5, 6, 7). Jednak dopiero wy-
rażny postęp w technika,ch inrmunologicznych
przyczy,nił się znaczll-ie do dokła,dniejszego po-
zrrawa,nia tej struktury.

Arr,dr,ieu i wsp. (1) dnaliizując, przy ,użyciu
jmmunoełelktrof,orezy, skład antygenowy róż-
nych gatuLnl<ów dermatofitów wfkazali, w za-
leżności od szczepu, od 10 ,d,o 20 różnych frak-
cji ant;łgenow)łch. C,hristiansern i Svejgaand (3)
1iczbę tę znacznie podwyższyli stwie.rd,zając za
pomocą immunoelektroforezy ilościowej u ?,
rubrum i M. canźs 35, u T. m,entagrophgtes 26
i u E. Jluccosurn 25 odmiennych komponentów
anty,genowych, Późnie j sze ba,dania tych samy,ch

'gatunków, przeptrowa,dzone z zastosowainiern
krzyżowej elektroforezy pTzez Morrtclos i Gui-
net (9) pozĄMoliły na wykazarrie jeszcze ord 15
do 20 dodatkowych antyrgenów. O,becność wspóI-
nych antygenóvl wanuntkiuje rniędzygaturrkowe
krzyżowe reakcje serologiczne (12, 13, 16) i zja-
wiska il<rzyzow-ej na,Cwrażliwości (2, 10, 23).

Pozostaje jednak nadal rdo wyjaśnienia za.
gadnienie, c,zy a,Ńygany grzybowe uczulające
limfocyty T, odlpowierdzialne za alergię typu
późnego, są sprzężone z frakcja,rni antygenowy-
mi rin,du,kującymi odp,o,rnośó kornórlrową, czy
też stanowią odmienne ugrupowania.

Jak dotąd opraoowano i wprowa,dzo,no do
praktyki wetery,naryjnej rniędzy inn;lrmi szeze-
pionil<ę LTF-130 (15) i Tricłrovac - zawierają-
ce atenuowane szczepy Tri,chophgtoq, pęryuco1
surn, wakcfnę SP-1 ze szczepu Trżchophgton
equźnum przeciwko trychofitozie koni (11) oraz
szczepionkę Mentavac TM-135 opartą na immu-
nog ennym szczepie T rich ophyt on menta g r opha -
tes (8, 14), Wszystkie te preparaty stanową ży-

we szczepiorrrki, odnębne ,dla lkażdego gatunku
zwier,ząt, o stos,unkowo dużej skuteczności w
przypardkach infekcjri hornologiczn5nm gat,un-
kiem grzyba. Nasuwa się pytanie, jak kształ-
tują się zjawiska ,oidpornościo\Me u immuniizo-
wanych zwlerząt ,w prz5łpadku zakażenia hete-
roIogicznymi dermatofitami.

Obecne badania rniały na celu pr"ześledzenie
krzyżowy,ch reaikcji rimmrłnologicznych u cieląt,
którym qrodano inaktywowane szcz epionki p,nze-
ciwko trychofitozie lbydła, a następnie zakaża-
no s,ztucznie różny,mi ga unkarni -derrnatofitów.

Materiał i metody

człowieka w 1988 r.) oraz szczep T. mentagrophgtes
uar. granulosum 58 (szczep izolowany od człowieka
w 1984 r.). Dodatkowo do próby challenge używano
szczepu T, uerrucosuffi ,,Z" o sprawdzonej zjadliwości
(szczep izolowany od bydła w 1984 r,),

Szczepionki. I , a-
towane wg metody ( o-
sowano dwukrotnie o-
wym w dawkach po 6 ml na sztukę.

Test skórny. W próbie skórhej stosowano aler-geny stanowiące filtraty 4-miesięcznych hodowli
szczepów T. uerrucosum 43, T. mentagrophytes L i T.
mentagrophytes uąr. granulosum 58 na cukrowym po-
dłożu Sabourauda. Alergeny podawano śródskórnie
w okolicy szyi w ilości 0,4 ml, a wyniki odczytywano
po 24 Eodzinach. Różnice w grubości fałdu skórnego
powyżej 3 mm traktowano jako wynik dodatni.

Próba chalIenge. Do inokulacji zwierząt sto-
sowaho stałą objętość wystandaryzowanych zawiesin
szczepów T. uerrucosufu ,Z", T. mentagrophgtes L i T.
mentagrophytes Dar. granulosutn 58, zawierających
wzrastającą liczbę komórćk grzyba, co odpowiadało w
przybliżeniu od 10 do 10 000 minimalnym dawkom
zakażającyrn (19). Poszczególne zawiesiny nanoszono na
depilowaną i dodatkowo podrażnioną mechanicznie
skórę. Każde zwierzę inokulowano równocześnie dwo-
ma różnymi szczepami (na 1 boku badano l szczep),ł) B.aćlanla linan§owanc w ramach proBramu RR-II-24.
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stosując po 4 różne dawki za}ażające grzyba. Postę-
powanie takie pozwalało zminimalizować wahania
w indywidualnej wrażliwości zwierząt i ocenić ilościo-
we różnice w odporności na zjadliwe szezepy użyte

Ta,b. 1. Ktzyżvwe nea]kcje alergiczrre .u cieląt uodpor-
nionych p,rzeoiwko trychof itozie

w próbie ,,challenge".
Wilgotność względną

pomocy psychrometru
nych dniach w czasie
cji.

Wvnił<i

pomieszczenia mierzono przy
aspiracyjnego w dwóch kolej-
wykonywania sztucznej infek-

i ,ornówienie

Nr Rodzą Rdw1olztgzylu .
zww- 5zc,I2:_ "-Ń Ąb Im Ą Tg 58
"zęciopioakl 6il łilffi-

ł5lĄ6ą6
lnlensywł>seł, odczynr* w nzra,:

T,? ź;,L f,il t§ 3;1{l
Bbpb ?:8i:? nbnb

Krzyżowe realkcje irmmu,nologiczne u szcze-
pionyoh cieląt bardano w dwó,ch kolejnych eta-
pach. W pierwszyim z nich zwierzęta tral<towa-
no inaktywowaną szczepionką mo,now,alentną
zawierającą szczep T. uerrucosum 43, a następ-
nie zakażano je zjadliwym szczepern T. uerru-
cosunl ,,Z" oraz T. mentagrophgtes oar. granu-
losum, Badania przeprowadzono dwukrotnie:
w olknesie łłr,ioserrno-].etnirm rra 4 cielęta,ch ora,z
w olkresie jesierrrno-zirnowym lna 6 zwierzętach.

Ortnz5nrnane wyniki przed,stawia ryc. 1. Wska-
zuje ona na niemal całkowitą odporność szczepio-
nych cieląt w stosunku do zjadliwego szczepu
T, Derru,cosuTn oraz na częściową niewrażli-
wość na infekcję heterologicznym szczepem
T. mentagrophytes u. granulosunr. Badania te
wyikonarro w,okresie wiosonno-let,nirn przy tem-
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objaŚnlenia: Tv. 43 _ Trlchopnuton Derrucosum 43, Tv. 53

- TrLchophuton terr7rcosum 53, Tm, 7 - Trlchophvton men-
tagrophutes 1, Tm. 37 - Trichophaton mentagTophates :17,
TB. 58 - Trżchophaton rnentagrophgtes Ddr, grqnulosum 58,
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Ryc. lOdporność ktzyżowa cieląt uodpornionych pozecflufto trycholttozle szoze$orrkamt lnaktywowanymt
objaśnienia: Jak w tab. 1

penaturze śr,o,dowiska około 15oC i wil,gotności ruic,owane i tyl,ko przy najwyższych dawkach
wzglęćlinej nrorrnieszczeń około 68%. W takich za[<ażającyc,h rozwi,rręły się inlensywne zmiany
warunikach rnasilenie zrnian klirricznych grzybi- chonobowe.
cy u zwierząt lkorrtrolnych było wytaźnie zróż- A,nalogiczne doświadczenie, pirzeplowadzo|ne
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Koatr.o}ą. żw'wrząta, tłod porrzi,o żg, 51L cz,ę,pio a ką
T.vcrrrłcoswrn,Ą! l

w war,unkac}r podwyzszonej wilgotności środo-
wiska (B5%-90ło), potwiendziło poprzedrrie re-
zullarty; w przypadku tym. również ohsmwowa-
no znaczrrą o,dpor,rrość cieląt w st,osunku do
zjadiiwego szczepu T. uerrucosl,Lm, ,,Z" i słab-
szą na zakażenie szczepem T. mentagrophgtes
u. granulosum. Jednak odmienne warunki kli-
matyczne, a ,zwŁaszc,za duża wilgotność względ-
na pomiesz,czeń wyr,aźnie wpł5męły ,n,a charak-
ter zmi,an klinioznych,doświad,czalrrrie zakaża-
nych cieląt. U z,wierząt korrtr:otrnych rozwinęły
się rozległe złmiany grz$bijcze po wprowadzeniu
nawet najniższyoh dawelk zarkażających.

Poszerzając z łkolei zalkres ,b,adań, cielęta po,d-
dano irrnmunizac ji s,zczepio,nkami m,oirrowalent-
nymi, zawierającymi różne szczepy T. uerruco-
sum i T, rnentagrophgtes. Wyniki krzyżowych
reakcjii alergicznydh poda,je tab. 1, a storpień
odpornrości krzy,żowej ryc, la ,i lb. U wsz;r5f-
kich szczepiion;łch awierząt, rniezałeż,nie od ro-
dza ju szczepio,nki, w5/kalzanro nadwrażIiwość ty-
pu opóźnionego w stos,urnku ,d,o alergenu przy-
gotowanego ze szczepu T. mentagrophEtes l.

Znacznte słabsze reakcje wystąpiły po zasto-
sowaniu alergerru ze szczepu T. mentagropha-
tes u. granulosum; trychofityna zaś ze szczep\t
T. uerrueosum 43 w ogóle nie ujawniła pozy-
tprnlrc}r reail<,cji lnadwrażłi,wości. Stwierrdzono
więc knzyżowe reakcje alergiczne przy równo-
czetsnyrm z/j.acz'Jrryrn zr Óżnico,w aniu wańośc,i po -
szcaegóInycLr alengenów, co po;twierdzało wyni-
ki poprzedrriic}r badań przeprowadzonych na
świnikach nrorskich (21).

Jakfl<olwiek pojawierrie się rradwrażliwości
typu późnego l<onespondiuje w pewny.Tn stopniu
ze starnerrn ,rriewrażl,iwŃci zwierząt na zakaże-
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nie, to jed,nak najbandziej a,dekwatnym, bezpo-
średnim rrrriernikiem o,dilrorności jest próba chal-
1enLge.

Kolejne badania pTzelprowa,dzono na cielę-
tach, którym podano trzy od.rrnienlne szczepion-
ki monowalerrtną a następnie zakażano różnymi
s,zczepami zjadliwymi rodzaju Tri,chophgton
(ryc. 1a). Wykazano, że ,rnorrowalentna szcze-
pionka,inaktywowana, przygotowana ze szczepu
T. uerrucosum 43, indukowała dobrą odpornośó
swoistą i częściową rriew,rażliwość na zakaże-
nie szczepami he/terolo,gicznymi. Prelparat za-
wierający szczep T, mentagrophytes uar. gra-
nulosum 58 stymulował odporność swoistą i he-
terol,,ogiczną,niższego rrzędu, n,atomiast szcze-
pionka ze szc"zep,\) T. mentagrophgtes 1 rrie po-
siadała ",ł/ ogóle właściwości irnmunogenrrych.

o
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Wsz;"sflkie cielęta wyk?zywa,.
Ły ztńany sywności zbliżonej
cio z,miań zwierząt kontrol-
nych.-Rólł,nież 

nast9pne doświaidczerria obejmu jące

polprze,dni c. 1b) za-
wierający osum bo-
wiem zwi m sto za-

ciełąt przed infekcją zarówno szczepem homo-

^j**^', ,d trzeche iwyn1 o
Sz\czep tes dwa,

sienie Weissa i wsp. (22) o indukcji odporno-
ści u świne'k rrnoriskich ]p,o stosowaniu szczepion-
ki zawierającej ,szczep T. mentagrophgtes oraz
poz)itywne wy,niki szczep,ień zwierząt futerko-
v,zycki prerpar,atem Meptavac, mogą wskazywać
na zĄaclzrle zróżnicowanie właściwości iimmuno-
gennylch wśród szc:ze,pów T. mentagrophgtes.
Natoirnia,st zarów,no badania własne, jak też
prace innych autorów (4, 22) zgodnie podkreś-
lają znae,zną zdolność sz,czepów T. uerrucosul,n
do wzbud,zania u zwlerząt odporności adapta-
cyjnej ,naibytej i to nie tylko ściśle sw,oistej, ale
również odnoszącej ,s,ię w pewnym stoLpniu do
szczepów galtunku T, mentagrophgtes.

Tak więc u ciełąt, któryrn po,dawano roż-
ne rnonowałentine sz,czepiolnki inaktywowane
stwierdzono, st,osując o,dpowiednie trychofity-
ny, wystEpowanie kr:zyżowych reakcji alergicz-
nych o zbliżonej internsywności. Nato,rnriast prze-
prowadzona u nich próba challe,nge wykazała
tylko części,o-wą odporrrość, której stopień uwa-
runkcwany był rodzaje,m ,szLczepu. Na p,rzykła-
dzie szczepu T. mentagrophEtes 1 można sądzió,
że frakcje ant5rgenowe zaangażowane w zjawi-
ska nadwrazliwolści nrie wydają się być równo-
cześnie odpowiedzialne za procesy odporno-
ściowe. Występowanie więc alergii typu późne-
go nie zawsze może byó miernikiem odporności
poszczepie,nnej; większą wartośó pod tym
względem zdaje się posiadaó test hamowania
migracji leukocytów (20). Nadal jednak naj-
bardziej miarodajnym wskaźnikiem stopnia na-
bytej odpo,rności swoistej w okreśIonych wa-
runkach środowiskowych p,ozostaje próba chal-
lenge.

Uzy,skane wy,ni[<i nnogą wskazywać na realne
możliłvości oprraoowani a, polprzez do.bór właści-
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wy,ch szczopów, prepanatu skojarzonogo o sze-
nolki,m spektrum profilaktyc?nym, zabezpiecza-
jącego zwierzęta przed infekcją szczepami T.
Derrucosunl i T. mentagrophytes, sta,nowiacy-
mi najczęsts;,zą pnzyczynę grzy'bicy skórnej by-
dła,, owiec i zwietząt futerkowych.
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Wawrzkiew,icz J., Wawr.zkiewicz K. - Cross irnmuno-
Iogical reactions in calves following vaccination aga-
lnst trichophytosis (ringworm)

The punp,ose of the wor[< was to trace cross immu-
nol,oeical reactions in calves irrnmurlized with inacti-
vate,d vaccinos aga,inst rirlgworm of ca,ttle and infecteri
with different speciels of denmatophytes artificially
after 6 weeks since the filst injeclion o,f the vaccines.
The stra,ins of Tr,ichophyton verł,uco,sum 43 (Tv 43),
T. verrucos,urn 53, T. men,tagrophyte,s (Tm) 1 and Tm
37, and TLm var. grarrtrlo,su,m €g) 58 were used to
prepare the vaccines. The inactivated vaccines made
acc. to the method describ,ed pleviously (1B) were
given twice intramu,scularly. DHT was perf,ormed
using filtrates of Tv 43 and Tkn 1 cultivated in
Sabouratldłs triquid med,ia. The allergens were given
intraeutaneou,sly at a dose of 0.4 ml; the findings
were read after 24 ho,uls. The d,ifferences in the skin
fold thickness over 3.0 mm were regarded as posi-
tive result,s. Challenge was performed using the same
voltrrne of standarized suspensions af TvZ (virulent
str,a,irr), Tlrn 1 and Tg 58 oonńaining an increasing
nurnber of the fungi. Eacitr ani,rnals was ,inoculated
sirnullianeously witth two different strains grnployiing
4 variorus doses of the sarrne fungus on one side of
the anim,al. Hum,idity of prerrr,ises was measured witb
an aspirate psychrorneter. The exam,inations were
do,ne in Spling-Summer and in Auturnn-Winter pe-
ri,ods. Tt was found tha,t: 1 - In oalves irnrn,rrnized
with the vaccine made of Tv 43 and to s,ome extent
Tv 53, depend,ing on climańic conditions, there oc-
cur,red a cornplete or very marked imlrnunity against
the virulent strain TvZ; 2 - Pairtially resista,nce was
observed a so i,n case of, infecńiorr with a heterolo-
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gous s rain, i.e. Tg
Tm 1 and Tm 37
4 - In ail calves
vaccines there was

58. 3 - Inactivated vaccines of
had no imrnunogenic propert,ies.
immunized with the monovalent
found a delay type of hypersensi-

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.
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tnkopsulocio - mechonizm obrony komórkowei u owodów

Instytut cŁlorób zakażnych i Inwazyjnych wydziału weterynaryjnego AĘ,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

* Pracownia Patologii owad,ów UMoS, ul. Akademicka 17, 20-033 Lublin

Owady, które należą do jednej z najstarszych
filogenetycznie, a obecnie,najliczniejszej grupy
zwierząt, zasiedlając,różnoro,dne nisze ekolo-
giczne, wykształciły złożony rzespół mechaniz-
mów zabezpieczających utrzymanie wewnętrz-
nej homeostazy. Różn,oro,dnośó nisz ekologicz-
nych stwarza pote,ncjalne zagrożenia dla owa-
dów ze strony różnorodnych szkodliwych czyn-
ników abio,tycznych i biotycznycll, zwłaszcza
warunkowo chorobotq,órczych i chorobotłvór-
czych młkro,orgarnizmów i pasożytów. Możli-
wość przeżycia mają tylko te gatunki, ktore we
r,vszystkich stadiach rozwoju ontogernetycznego
w/kształoiły ef ektywne melchanizmy obrony
przeciwzakaźne1. Zespół tych reakcji obron-
nych, w których są zaangażowane nat,Lrralne
b,ariery anato miczno -f iz j ologic zne,, o dczy,ny ko -
mórkowe i ozynniki ,obrony humoralnej, ma na
celu niedopu,szczenie ,do zakażenla oraz Iikwi-
dację powstałego zakażenia w organizrrrie
owadra.

Bariery i mechanizrny chroniąee owada
_ przed zakażeniem

Pierwotną i bardzo skuteczną linią obrony
przeoiwko entornopatogenom i pasożytom sta-
nowią ,bariery anatomiczne jak okrywa ciała
i schityniz,owany sukielet zewnętrzny, wyściół-
ka chitynowa w jelicie przednim i tyl,n5łm, bło-
na perytroficzna i nabło,nek jelita śrddkowego.
Z ty,mi anatomicz,ny,rni b,anierami ochronnymi
współdzi,ałają substan,cje o działa,niu przeciw-
bakteryjny.m i przeciwgrzyhiczym obecne w
okrywie ciała (16, 37) i w jelicie środkowym:
enzymy trawienne, odczyn i ,potencjał oksydo-
-redu,kcyjny treści pokanmowej, sub,stancje o
działaniu przeoiwdrobnoustrojowym pochodzą-
ce bądź z p,okalmów, 1ub wytw,arzane przez
autocht,oni.czną florę jelitową i ładunak elek-
try,czny powierzchni nabłonka jelita środkowe-
go (17). Przełamanie barier ochronnych, jakimi
są okrywa ciała i jelito środkowe, które u więk-
szości owadów stanowią główne wrota zakaże-
nia, uruchamia zespół mechaniz,mów obrony
wewnętrznej owada. Zostaje zainicjowany ciąg
z,darzeń, w których są zaangażowane reakcje
obrony ko,mórkowej oraz czynniki humoralne

owadów z,drowych, zwiększają s,wój poziom w
przebiegu zakażeń w następstwie uwalniania
z krwinek lub są syntetyzowane ,,de novo" w
zakażonym olga,nizmie (I0, 24). Do n,ajlepiej
poznanych,czyn,ników odponnoŚci humoralnej
owada rrależy ltzozym, który walunkuje zarów,
no wrod,zoną, jak i nabytą czy,nnie odlporność
przeoiwzakaźną owada (5, 11, 72, 23). Wśród
czynników ,nabytych, pojawiających się w he-
rno]iimfie w plocesie zakażenla, główną rolę od-
grywają polipeptydy o d,ziałaniu bakteriobój-
czym, zwłaszcza cekropiny (10, 24) i attacyny
(1, 6) u Lepżdoptero, a dipterycyny u Dżptera
(13, 14).

Reakcje obrony komórkowej a inkapsulacja

Owady wykształciły w rozwoju ewolucyjnym
komórki pełniące genetycznie zaproglamowane
funkcje ,obronne, do których należy zdoiność
wzajernneg:o rozpoznawania komórek, a przede
wszystkim odróżnianie struktur własnych (self)
o,d obcych (non self), Ii]kwidacja ciał obcych,
ich niszczenie i usuwa:nie z organizmu (21, 33,
36). Rolę tę pełnią nie,które typy komórek krwi
owada (hemocyty), za,angażowane w procesach
obrony komór,kowej takich jalk fagocy,taza, no-
dulacja, agregacja wz§lędn,ie inka,psulacja. O ile
fagocytoza u kręgowców, a t,akże u owadów
wykazuje duże podobieństwa czynnościowe, a
jej ostateczn;łm efektem jest usuwanie obcych
sub,st,a,ncji i rnikroo,rganizmów z krwi przez tch
pochła,nianie, a następ,nie ,niszczenie w procesie
wewnątrzkomórkowego trawienia, to pozostałe
rnechanizmy obrony komórkowej są specyficz-
ne dla owa,dów, ,a końcowym efektem ich ,dzia-
łania jest sekwestracja patogenów i pasożytów
(8). Zarodniki i strzępki grzybów, lpasożyty i ich
jaja ora,z w.iększe skupiska bakterii są w tych
reakcja,ch kormórkowych izolowa,ne dość ściśle
od kontaktu z hemolimfą i tkankami gospoda-
rza (2l, 30). Ich lo,sy zależą od charakteru i na-
silenńa reakcj;i koimórkowych, rordzaju czynni-
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