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Cytometryczna ocena aktywnosci fagocytarnej
i metabolizmu tlenowego granulocytow krwi
obwodowej krolikow z przewleklg trichofitozg

KRZYSZTOF KOSTRO, KATARZYNA WOJCICKA-LORENOWICZ, KINGA LESNIEWSKA***,
JACEK MADANY*, BARBARA MAJER-DZIEDZIC**

Zaktad Epizootiologii i Klinika Choréb Zakaznych Instytutu Choréb Zakaznych i Inwazyjnych,

*Katedra i Klinika Choréb Wewnetrznych Zwierzat Wydziatlu Medycyny Weterynaryjnej AR, ul. Glieboka 30, 20-612 Lublin
**Zaktad Mikrobiologii Weterynaryjnej Instytutu Choréb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej AR,
ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin
**Katedra Biologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Lekarskiego AM, ul. Dluga 1/2, 61-848 Poznan

Kostro K., Wojcicka-Lorenowicz K., Lesniewska K., Madany J., Majer-Dziedzic B.

Flow cytometry evaluation of phagocyte activity and oxygen metaholism in granulocytes
of peripheral blood in rabbits with chronic trichophytosis

Summary

The aim of the study was to evaluate the activity of peripheral blood granulocytes in rabbits with chronic
trichophytosis by using commercial sets of Phagotest and Burstest adopted to flow cytometry. A strong
suppression of unspecific cellular immune responses was found in rabbits with chronic trichophytosis. Once
fungal infection is established it can only be destroyed by T cell-mediated mechanisms. T cells primarily
function by activating macrophages and by promoting epidermal growth and keratinization. The destroyed
unspecific immune mechanisms are manifested by decreased phagocyte activity and oxygen metabolism
of granulocytes. Therefore, it is reasonable to assume that when vaccine therapy is used to treat chronic
trichophytosis in rabbits with unspecific immunity it should be modulated in order to restore the destroyed
mechanisms of unspecific immunity. The latter’s normal functioning is a prerequisite for the development of

specific antifungal immunity.
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Glowna przyczyna wystepowania trychofitozy kro-
likow jest supresja swoistej odpornosci typu komor-
kowego, ktéra odgrywa gléwna role w likwidacji in-
fekcji wywotanych przez dermatofity (11, 12). U czto-
wieka 1 zwierzat z przewlekta postacia dermatofitozy
reakcja na antygeny grzybicze nie wystepuje lub jest
ostabiona, na co wskazuja wyniki uzyskiwane w tes-
cie §rodskornym i tescie transformacji blastycznej lim-
focytow (1, 6, 7, 9, 10). Istotny wptyw na rozwoj
przewlektej trichofitozy wywiera tez sprawnos$¢ ko-
morkowych mechanizméw odpornosci nieswoistej, od-
powiedzialnych za fagocytoze i wewnatrzkomorkowe
zabijanie. Te mechanizmy odgrywaja wazna role w roz-
woju swoistej odpornosci przeciwgrzybiczej (8). Zdol-
no$¢ fagocytarna oraz aktywno$¢ metabolizmu tleno-
wego granulocytow krwi obwodowej u krolikow
z przewlekla trychofitoza nie sa opisane. Wiele cen-
nych informacji odno$nie do stanu czynnosciowego
tych komorek uzyskuje si¢ w oparciu o analizg cyto-
metryczna z wykorzystaniem gotowych zestawow
,Phagotest” i ,,Bursttest”.

Celem badan byta ocena stanu komorkowej odpor-
nosci nieswoistej na podstawie cytometrycznej anali-
zy aktywno$ci fagocytarnej i metabolizmu tlenowego
granulocytow krwi obwodowej krolikéw z przewlek-
ta trychofitoza.

Material i metody

Zwierzeta doswiadczalne. Badania przeprowadzono w fer-
mie krolikéw rasy nowozelandzkiej, liczacej 190 samcow
1950 samic w ciaglym cyklu produkcyjnym, w ktorej od kil-
ku lat stacjonarnie wystgpuje grzybica skorna wywotana przez
Trichophyton mentagrophytes var. granulosum. Kroliki trzy-
mane byly w systemie chowu klatkowego z automatycznymi
poidtami w halach z wentylacja grawitacyjna i mechanicz-
nym nawiewem $wiezego powietrza, oswietlone w sposob
naturalny w okresie wiosenno-letnim i sztuczny w okresie je-
sienno-zimowym. Hale w okresie zimowym ogrzewane byty
nadmuchem cieplego powietrza. Zwierzgta tworzace stado
podstawowe wraz z przychowkiem trzymane byly w oddziel-
nych halach. Warunki zoohigieniczne i sanitarne w fermie byty
zadowalajace. Kroliki zywiono petnoporcjowa pasza granu-
lowana z dodatkiem kokcydiostatykéw przy statym dostepie
do wody.
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Badania wykonano na 15 krolikach rasy nowoze- a)
landzkiej (grupa I) w wieku 16 tygodni, u ktorych 80-
badaniem klinicznym stwierdzono uogoélniona postac¢
trychofitozy. Od tych krolikow izolowano 7. men-
tagrophytes var. granulosum. W trakcie wywiadu | §

z wiascicielem ustalono, ze zmiany grzybicze u wy- | &
typowanych do badan krolikow utrzymuja si¢ okoto | &
12 tygodni. Ze wzgledu na dlugotrwate utrzymywa- é 40
nie si¢ zmian chorobowych rozpoznana grzybicg | §
skorna zakwalifikowano jako przewlekla postaé try- | €
chofitozy. Grupg kontrolna (grupa II) stanowito foo
8 zdrowych krolikow rasy nowozelandzkiej bedacych | °
w tym samym wieku i pochodzacych z hodowli,

B grupa do$wiadczalna M grupa kontrolna

w ktorej ta choroba dotychczas nie wystgpowata. 0

Oznaczanie aktywnoSci fagocytarnej granulo-
cytéw. Aktywnos$¢ fagocytarna granulocytéw okres- | b)
lono metoda cytometrii przepltywowej, uzywajac ko- 70+
mercyjnego zestawu Phagotest (Orpegon Pharma,
Heidelberg, F.R.G), zaadaptowanego do metody cy-
tometrii przeptywowej. Zestaw ten zawiera bakterie
E. coli znakowane FITC, opsonizowane przeciwcia-
fami i sktadowymi dopetniacza. Pozwala on na okres-
lenie odsetka granulocytéw fagocytujacych oraz ich
aktywnosm fagocytarnej (Srednia intensywnos¢ fluo-
rescencji pozwala wnioskowac o ilosci wchtonigtych
bakterii przez granulocyt).

Oznaczenia wykonano wedtug zataczonej proce- 10+
dury. Do jalowych probowek wlewano po 20 pl pet-

Sredni kanat fluorescencji

70. 84. 98. 112.
dzien

B grupa do$wiadczalna B grupa kontrolna

nej heparynizowanej krwi, schtodzonej przez 10 min.
w temperaturze 0°C i mieszano z réwna objgtoscia

70. 84. 98. 112.
dzien

(20 pl) zawiesiny E. coli. Testowane hodowle inku-
bowano przez 20 min. w temp. 37°C, natomiast prob-
ki kontrolne w tazni lodowej (20 min. w 0°C),
a nastepnie badane probki umieszczono w tazni lo-
dowej i po dodaniu do kazdej 100 pl zimnego ptynu
Quenching doktadnie mieszano przez 2 min. w temp.
25°C. Po tym czasie do kazdej probki dodano po
3 ml zimnego ptynu ptuczacego (Washing) i wiro-
wano przy 250 g przez 5 minut w temp. 4°C. Nastgpnie do
wszystkich probek dodano 700 pl ptynu lizujacego i inkubo-
wano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po zakon-
czonej inkubacji probki poddano analizie cytometryczne;.
OKkreslenie metabolizmu tlenowego granulocytéow. Me-
tabolizm tlenowy granulocytéw okres§lono przy uzyciu komer-
cyjnego zestawu Bursttest (Orpegon Pharma, Heidelberg,
F.R.G.) zaadaptowanego do metody cytometrii przeptywowe;j.
Do aktywacji komoérek stosowano opsonizowane bakterie
E. coli. Oznaczenia wykonano wedtug wskazan producenta.
Odsetek pobudzonych komoérek zdolnych do produkcji meta-
bolitow tlenowych okreslono przy pomocy przeksztatconego
modelu DHR (dihydrorhodamine) 123 w R 123. Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej, obliczajac $rednia i od-
chylenie standardowe oraz istotno$¢ roznic pomigdzy grupa-
mi oraz kolejnymi oznaczeniami, stosujac test t-Studenta.

Wyniki i omowienie
U krolikéw wystepowata uogdlniona gteboka stru-
piasta trychofitoza o przewleklym charakterze. Typo-
we ogniska grzybicze w postaci owalnych wyltysien,
pokrytych azbestowymi, silnie zespolonymi ze skora

strupami umiejscowione byty na gtowie i malzowinach
usznych, tutowiu oraz na przednich i tylnych konczy-

Ryc. 1. Cytometryczna analiza aktywnoSci fagocytarnej granulocytow
[a) % komérek fagocytujacych, b) Sredni kanal fluorescencji] we krwi
obwodowej u krolikow z naturalng przewlekla trichofitoza (x = SD)
Objasnienia: a—roznice statystycznie istotne pomigdzy grupa doswiadczal-
na a kontrolna (p < 0,05), A —rdznice statystycznie istotne pomigdzy grupa
doswiadczalng a kontrolng (p < 0,01), B —rdznice statystycznie istotne po-
migdzy poszczegolnymi pobraniami a dniem 70. (p < 0,01)

nach. Ogniska grzybicze utrzymywaty si¢ u wszyst-
kich badanych krolikow przez caty okres prowadzo-
nej obserwacji. ROwnoczesnie obserwowano zahamo-
wanie wzrostu i1 postgpujace chartactwo. Z zeskrobin
pobranych od chorych krolikow izolowano przed roz-
poczeciem badan oraz w ich toku czysta hodowle
1. mentagrophytes. U zwierzat grupy kontrolnej nie
obserwowano zadnych objawow chorobowych, a wy-
niki badan hodowlanych wypadty negatywnie.

W 70. dniu (dzien rozpoczgcia badan) w grupie zwie-
rzat doswiadczalnych notowano statystycznie istotnie
(p =< 0,01) wyzsze $rednie warto$ci odsetka komorek
fagocytujacych w poréwnaniu z kontrola (ryc. la
1 1b). Nastepnie wystapit stopniowy, ale statystycznie
istotny spadek tych warto$ci w stosunku do jego $red-
nich wartosci wyjsciowych (p < 0,01), jak i grupy kon-
trolnej (p < 0,01 lub p < 0,05). Najnizsze $rednie war-
tosci procentu komorek fagocytujacych w grupie zwie-
rzat doSwiadczalnych notowano w ostatnim terminie
badan. Podobnie w ciagu catego okresu utrzymywaty
si¢ na nizszym (p < 0,01) od wyjsciowego poziomie
wartos$ci §redniego kanatu fluorescencji 1 byty one naj-
nizsze w tym samym terminie, co procent komorek
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B grupa kontrolna
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% komérek pobudzonych

nej. W ostatnim dniu badan stwierdzono naj-
nizsze $rednie warto$ci odsetka komorek po-
budzonych i kanatu fluorescencji w toku cale;j
obserwacji. U zwierzat grupy kontrolnej odse-
tek komorek pobudzonych, z wyjatkiem war-
to$ci wyjsciowych, byt istotnie wyzszy od
zwierzat doswiadczalnych w pozostatych ter-
minach oznaczen. Natomiast §redni kanat
fluorescencji byt istotnie wyzszy we wszyst-
kich terminach badan.

Obraz kliniczny trychofitozy u krolikoéw, po-
dobnie jak u innych gatunkow zwierzat, zale-

70. 84. 98. 112.
dzien

zy przede wszystkim od wieku zwierzat, rezy-
stencji 1 warunkow bytowania. Wérdd tych

b)

B grupa dos$wiadczalna
60+ g

B grupa kontrolna

50

40

30+

20+

Sredni kanat fluorescencji

czynnikdéw wazna rolg w rozwoju procesu cho-
robowego odgrywa sprawno$¢ komoérkowych
mechanizméw odporno$ci nieswoistej oraz
swoistej. Zaburzenie ich funkcji jest warun-
kiem wystapienia jawnej postaci trychofitozy
z tendencja do rozwoju formy przewlektej
(11-13). W badaniach wtasnych przewlekta po-
sta¢ trychofitozy wystgpowata u 16-tygodnio-
wych krolikow zakazonych w warunkach na-
turalnych. Z zeskrobin pobranych od krélikow
chorych izolowano czysta kulture 7. mentagro-
phytes var. granulosum, ktory odgrywa domi-

70. 84. 98. 112.
dzien

nujaca role w etiologii grzybicy skoérnej kroli-

Ryc. 2. Ocena metabolizmu tlenowego granulocytéw [a) % komorek
pobudzonych, b) §redni kanal fluorescencji] we krwi obwodowej po ak-
tywacji E. coli u krélikéw z naturalng przewlekla trichofitoza (x £ SD)
Objasnienia: A — rdznice statystycznie istotne pomiedzy grupa doswiad-
czalng a kontrolna (p < 0,01), B — roznice statystycznie istotne pomigdzy

poszczegolnymi pobraniami a dniem 70. (p < 0,01)

fagocytujacych. U krolikow w grupie kontrolnej od-
setek komorek fagocytujacych i $redni kanat fluo-
rescencp utrzymywaly si¢ na poziomie zblizonym
do wyjsciowego przez caty okres obserwacji. Srednie
wartosci procentu komorek fagocytujacych, z wyjat-
kiem dwoch pierwszych termindéw oznaczen, byly istot-
nie wyzsze w toku dalszej obserwacji w stosunku do
krolikow z przewlekita trichofitoza. Z kolei srednie war-
tosci kanatu fluorescencji, z wyjatkiem wartosci po-
czatkowej, w pozostalych terminach oznaczen byly
istotnie wyzsze w stosunku do zwierzat do§wiadczal-
nych.

Z danych ryc. 2a i 2b wynika, ze istotny spadek
(p = 0,01) aktywnos$ci metabolizmu tlenowego gra-
nulocytow u krolikéw z przewlekla trychofitoza na-
stapit juz w drugim terminie oznaczen w poréwnaniu
z warto$ciami wyjsciowymi oraz grupa kontrolna. R6z-
nice te dotyczytly zardwno $rednich wartosci odsetka
komorek pobudzonych, jak i1 kanatu fluorescencji. Po
tym czasie obserwowano dalszy stopniowy i statystycz-
nie istotny (p < 0,01) spadek procentu komorek po-
budzonych i $redniego kanatu fluorescencji tak w sto-
sunku do warto$ci poczatkowych, jak 1 grupy kontrol-

kéw. Typowe ogniska grzybicze utrzymywaty
si¢ przez okres 6- tngdIllOWQ] obserwacji, po-
wodujac w tym czasie u krolikow z uogdlnio-
na postacia trychofitozy przewlektej zahamo-
wanie rozwoju i postepujace chartactwo. Jest
to zgodne z danymi piSmiennictwa oraz wyni-
kami wiasnych obserwacji, Ze ostra postac try-
chofitozy u krélikow nie poddanych we wtas-
ciwym czasie terapii przyczynowej ma tendencj¢ do
wybitnie przewlektego przebiegu (11, 12).

Rozwo6j odpornosci przeciwgrzybiczej wiaze sig
z aktywacja fagocytow, uczuleniem klonow swoistych
limfocytoéw T oraz produkcja przeciwciat skierowa-
nych przeciwko dermatofitom (13). W czasie wzrostu
grzybow uwalniane sa substancje chemotaktyczne dla
neutrofiléw, ktore infiltrujac miejsce infekeji, likwi-
duja zakazenie (3, 4, 13). W nieswoistej odpornosci
komodrkowej uczestnicza réwniez makrofagi, ktore po-
siadaja receptory lektynowe wiazace bezposrednio
okreslone cukry $ciany komoérkowej grzybow lub nisz-
cza je przy udziale obecnego na ich powierzchni re-
ceptora FclgG i C3b (13). Jednakze glowna role
W odpomoscn przeciwgrzybiczej odgrywa swoista od-
pornos¢ komérkowa zwiazana z limfocytami pomoc-
niczymi Th (2,7, 13, 14). Smith i Griffin (15) wyraza-
ja poglad, ze ZJanSkO wzajemnego wykluczanla sig
limfocytéw Thl i Th2 oznacza, ze dla rozwoju pro-
tekcyjnej odpornosci przeciwgrzybiczej konieczna jest
aktywacja subpopulacji limfocytéw Th1. Natomiast ak-
tywacja limfocytow Th2 przyczynia si¢ do rozwoju
przewlektej postaci grzybicy skornej oraz jest przy-
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czyna hamowania protekcyjnej odpornosci przeciw-
grzybiczej.

Dokonujac cytometrycznej oceny stanu czynno$cio-
wego granulocytow krwi obwodowej u krolikow
z przewlekla postacia trychofitozy stwierdzono statys-
tycznie istotny spadek aktywnosci fagocytarnej 1 me-
tabolizmu tlenowego granulocytéw krwi obwodowej
u krolikow chorych we wszystkich terminach ozna-
czen w stosunku do zwierzat grupy kontrolnej. Sta-
tystycznie istotnie zmniejszyt si¢ takze sredni kanat
fluorescencji bedacy wyktadnikiem nasilenia procesu
fagocytozy. Wskazuje to na supresje komoérkowych
mechanizméw odpornosci nieswoistej u krolikow
z przewlekla trychofitoza. Silnie zaznaczona supresja
aktywnosci fagocytarnej granulocytow mogta by¢ efek-
tem inhibicyjnego oddziatywania grzyba polegajace-
go prawdopodobnie na blokowaniu powierzchniowych
receptorow komorek fagocytujacych (2). Dermatofity
wytwarzaja tez substancje hamujace odczyny odpor-
nos$ciowe. Wsrdd nich gléwna rolg odgrywaja manna-
ny zawarte w Scianie komorkowej grzyba, ktore uwal-
niane sg w czasie jego wzrostu. Prawdopodobnie man-
nany, po zwiazaniu si¢ z powierzchniowym recepto-
rem polisacharydowym komorek prezentujacych an-
tygen limfocytom T, wnikaja do wewnatrz komorki,
powodujac zaburzenia syntezy lub funkcji RNA (3, 5,
13). Granulocyty, zwlaszcza neutrofile, ktére odgry-
waja najwazniejsza rolg w procesie fagocytozy nie byty
w petni zdolne do podjecia funkcji obronnych prowa-
dzacych do eliminacji infekcji grzybiczej z powierzchni
skory u krolikow z przewlekla trychofitoza. Zatem
utrzymujaca si¢ supresja aktywnosci fagocytarnej
1 metabolizmu tlenowego jest waznym czynnikiem pre-
dysponujacym do rozwoju przewleklej formy grzybi-
cy u krolikow.

Aktywowane neutrofile i makrofagi uczestnicza
réwniez w swoistej odpowiedzi immunologicznej, pel-
nigc rolg komorek prezentujacych antygen. Antygeny
dermatofitow sa rozpoznawane, przetwarzane
1 umieszczane w potaczeniu z czasteczkami MHC 11
klasy na powierzchni bton komoérek prezentujacych
antygen (aktywowane neutrofile, makrofagi i komor-
ki Langerhansa) limfocytom T. Ponadto komarki te po
uprzedniej stymulacji antygenowej uwalniaja szereg
cytokin, ktore moduluja zar6wno miejscowa, jak i sys-
temowa reakcje zapalng oraz odpowiedZ immunolo-
giczng organizmu w przebiegu infekcji grzybicze;.
Fagocyty uprzednio aktywowane przez limfocyty T sa
réwniez jednym z gtéwnych mechanizmow efektoro-
wych swoistej odpowiedzi immunologicznej, bioracym
udziat w eliminacji infekcji grzybiczych (2, 6, 13).
W tym procesie wazna rolg spetnia czynnik zahamo-
wania migracji makrofagéw MIF (Macrophage Migra-
tion Inhibitory Factor). Zrodlem jego syntezy sa lim-
focyty TCD4" oraz monocyty 1 makrofagi. Produko-
wany w ognisku zapalnym przez komoérki TCD4' czyn-
nik MIF hamuje migracj¢ pobudzonych makrofagow,
ktore petnia zasadnicza role w likwidacji infekceji grzy-
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biczej. Z kolei uwalniany przez makrofagi czynnik MIF
wzmaga aktywnos$c¢ limfocytow T. Cytokina ta wzma-
ga tez syntez¢ TNFa oraz wykazuje synergizm z IFNy
w stymulacji produkeji tlenku azotu (NO) przez ma-
krofagi. W ognisku zapalnym produkowany przez
makrofagi i limfocyty TCD4" czynnik MIF neutrali-
zujac immunosupresyjne wiasciwosci glikokortyko-
idow, utrzymuje wzajemna rownowagg pomiedzy ak-
tywno$cia cytokin pro- 1 przeciwzapalnych. Stwierdzo-
ny w badaniach wilasnych istotny spadek aktywnosci
fagocytarnej i metabolizmu tlenowego granulocytow
u krolikow z przewlekla trychofitoza mial prawdopo-
dobnie zasadniczy wplyw na wielko$¢ uzyskanej ko-
moérkowej odpornosci swoistej. Wedtug Calderona (2),
dermatofitoza przewlekta rozwija si¢ w wyniku hipo-
reaktywno$ci komorek immunokompetentnych lub
w wyniku modulacji odpowiedzi immunologicznej
przez limfocyty T supresyjne.

Whioski

1. W przewleklej trichofitozie krolikow dochodzi
do supresji komérkowych mechanizméw odpornosci
nieswoistej, na co wskazuje spadek aktywnosci fago-
cytarnej i metabolizmu tlenowego granulocytow krwi
obwodowe;.

2. W terapii przewlektej trichofitozy krolikow, ce-
lem przywrocenia zaburzonych mechanizmoéw odpor-
no$ci nieswoistej wskazane jest ich pobudzenie po-
przez stosowanie nieswoistych immunostymulatorow.
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