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Nadwrazliwos¢ typu natychmiastowego
w przebiegu naturalnej trichofitozy bydta

Immediate hypersensitivity in cattle naturaly infected by trihophytosis

STRESZCZENIE

Celem pracy byla ocena nadwrazliwo$ci typu natychmiastowego u zwierzat z naturalng
trichofitoza. Badania wykonano u 24 zwierzat chorych i 6 zwierzat kontrolnych. U wszystkich
zwierzat wykonano testy $rédskérne oraz test degranulacji bazofiléw. Stwierdzono wystgpowanie
reakcji dodatnich w obydwu testach u 58,34% osobnikéw chorych oraz korelacji dodatniej po-
migdzy wynikami testow $rodskérnych i degranulacji bazofilow. Uzyskane wyniki $wiadcza o
rozwoju swoistej nadwrazliwosci typu natychmiastowego u bydta zainfekowanego dermatofitem
Trichophyton verrucosum.

Stowa kluczowe: bydto, Trichophyton verrucosum, testy srédskorne, test degranulacji bazofilow

WSTEP

Powszechnie znany jest fakt wystgpowania zjawisk alergicznych w przebiegu infekcji wy-
wotanych przez rézane gatunki dermatofitow. Nadwrazliwos¢ taka stanowita przedmiot badania wielu
autoréw zaréwno u ludzi, jak i réznych gatunkéw zwierzat. Wigkszo$¢ autoréw skupiata sig¢ na ocenie
wystgpowania nadwrazliwosci typu opdéznionego, ktéra — jak powszechnie uwaza si¢ — zwigzana jest
z powstawaniem swoistej odpornosci. Zjawiska wystgpowania nadwrazliwosci typu natychmias-
towego byly badane u ludzi i $winek morskich, brak natomiast odpowiednich badan dotyczacych
bydta [Woodfolk i in. 1996, Wawrzkiewicz i in. 1998]. Celem pracy byta wigc ocena wystgpowania
nadwrazliwosci typu natychmiastowego u bydta naturalnie zakazonego dermatofitem 7. verrucosum.

Zjawiska alergiczne w przypadku infekcji grzybiczych

Poza zdolno$cia wywotania odpowiedzi typu komérkowego i humoralnego, cechg charakter-
ystyczna dermatofitow jest rozwdj nadwrazliwosci. Uwaza sig, ze nadwrazliwo$¢ typu
op6znionego (komoérkowa) zwigzana jest z ostrym, charakteryzujacym si¢ intensywnymi zmianami
zapalnymi stanem chorobowym, podczas gdy pojawienie si¢ nadwrazliwoéci typu natychmias-
towego zwigzane jest raczej z przypadkami przewlektymi [Woodfolk i Plattis-Mills 1998].
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Antygeny dermatofitow

Za wywotanie odpowiedzi immunologicznej odpowiedzialne s réZne antygeny, cho¢ gtéwna
rolg w powstaniu nadwrazliwosci przypisuje si¢ jest trzem czynnikom: weglowodanom $ciany
komoérkowej, biatkom $ciany komérkowej i wydzielanej keratynazie. Z reguty za rozwdj nad-
wrazliwos$ci typu natychmiastowego odpowiedzialne sa (ztozone z glikopeptydéw) komponenty
Sciany komorkowej, natomiast biatka $ciany komérkowej grzybéw warunkuja powstanie nad-
wrazliwosci opdznionej [DeBoer 2001]. Na przyktad, wyizolowany od 7. tonsurans antygen o
masie 30 kDa (TRI t 1) odpowiada jedynie za wywotanie nadwrazliwosci typu natychmiastowego
[Duell i in. 1991], natomiast izolowana od dermatofitéw proteina IV odpowiada zar6wno za od-
powiedz typu natychmiastowego, jak i op6znionego [Woodfolk i in. 1996].

Nadwrazliwos$¢ typu natychmiastowego

Nadwrazliwos¢ typu natychmiastowego w testach $rédskérnych stwierdza sig¢ po 5 do 30 mi-
nutach od podania alergenu. Czynnikiem efektorowym w tym typie nadwrazliwosci sa prze-
ciwciata klasy E. Sa one nastgpnie wiazane przez mastocyty, co prowadzi do ich degranulacji i
uwolnienia histaminy oraz powstania procesu zapalnego. Wystgpowanie nadwrazliwosci typu
natychmiastowego przy jednoczesnym braku nadwrazliwo$ci typu opdznionego jest czgstsze u
osobnikéw z przewlektymi grzybicami. Zwiazane jest to prawdopodobnie z aktywacja limfocytow
Th2 i brakiem prawidlowej odpowiedzi ze strony limfocytéw Th1; ekspozycja komérek prezentu-
jacych antygen na wysokie dawki antygenu moze prowadzi¢ do aktywacji limfocytéw Th2 i
blokowania powstawania cytokin (IL-1 IL-12) niezbgednych do powstania odpowiedzi ze strony
limfocytéw Th1 [Smith i Grifin 1995]. Stwierdzono réwniez, ze poziom przeciwciat specyficznych
w stosunku do dermatofitéw rosnie wraz z wiekiem oraz jest wyzszy u osobnikéw chorych w
poréwnaniu ze zdrowymi. Dodatnie reakcje we wczesnych testach $rédskérnych stwierdzane sa
réwniez u ok. 5% osobnikéw bez objawéw klinicznych [Mangan i in. 2000]. Na podstawie wyste-
powania wysokiego poziomu przeciwcial oraz dodatnich wynikéw we wczesnych testach
$rédskérnych u osobnikéw z przewlektymi grzybicami wyciagnigto wniosek, ze odpowiedZ typu
humoralnego nie spetnia funkcji protekcyjnych [Woodfolk i in. 1996].

Do oceny wystgpowania nadwrazliwosci typu natychmiastowego w warunkach in vitro moze
by¢ wykorzystany test degranulacji bazofilow [Taszkun 1995, Sainte-Laudy i Prost 1996, An-
toszyk i in. 2000]. Stwierdzenie degranulacji tych komérek moze by¢ uwazane za dowdd uczule-
nia na tenze alergen.

MATERIALY I METODY

Zwierzeta doswiadczalne

Badania zostaty wykonane u 24 zwierzat naturalnie zakazonych dermatofitem 7. verrucosum.
Diagnoza trichofitozy stawiana byta na podstawie badania klinicznego i dermatologicznego, do-
datkowych badan mikroskopowych wlosa oraz zeskrobiny, a takze badania hodowlanego na pod-
fozu Sabourauda. U wszystkich zwierzat wykonano testy §rédskérne z trichofityng oraz test de-
granulacji bazofilow.

Zwierzeta kontrolne

Testy $rodskorne i test degranulacji bazofiléw zostal wykonany réwniez u 6 zwierzat
niewykazujacych objawdw trichofitozy, celem standaryzacji alergenu i ustalenia jego dawki tok-
sycznej. Zwierzgta te pochodzily ze stada bydta, gdzie nie stwierdzano do tej pory zakazen der-
matofitami.
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Antygen wykorzystany w badaniach i jego standaryzacja do wykonania testow
$réodskérnych

Uzyty do hodowli na ptynnym podlozu Sabourauda szczep Trihophyton verrucosum zostat
uzyskany od jednego z chorych zwierzat. Hodowla prowadzona byla przez 3 miesiace, po czym
uzyskany z niej po odwirowaniu supernatant dializowano i filtrowano przez saczki bakteryjne o
srednicy poréw 0,22 pum. Uzyskany alergen stanowit wigc filtrat hodowli poddany dalszemu
procesowi klinicznej standaryzacji, celem ustalenia metoda prob wtasciwego, tj. niepowodujacego
reakcji toksycznych stgzenia. Standaryzacja polegata na $rédskérnym podawaniu réznych roz-
cienczen alergenu 6 klinicznie zdrowym krowom, pochodzacym ze stada, gdzie trychofitoza nie
wystgpowata. Zastosowano objgtosci nierozcienczonego alergenu: 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ml oraz
rozcienczenia alergenu w PBS w stosunku 1/10, 1/100, 1/1000 podawane w objgtosci 0,1 ml.
Odczyt testu dokonywany byt po 30 minutach od podania alergenu. W wyniku przeprowadzonych
préb stwierdzono, ze objgtosci 0,4, 0,6 i 0,8 ml nierozcienczonego alergenu wywotuja reakcje
toksyczna, wyrazajaca si¢ powstawaniem w miejscu $rodskornego podania obrzgku i nacieku u
wszystkich zwierzat, za§ u 3 zwierzat podobna reakcja wystapita réwniez w miejscu podania
nierozciefniczonego alergenu w objgtosci 0,2 ml. Przyjeto zatem, ze 0,1 ml nierozcienczonego
alergenu nie wywotuje nieswoistego podraznienia skéry w miejscu jego srodskérnego podania.

Metodyka wykonania testow srodskornych

W celu potwierdzenia lub wykluczenia w warunkach przyzyciowych istnienia swoistej reak-
tywnoéci immunologicznej na antygeny Trihophyton, postuzono sig testami §rédskérnymi. Testy
wykonano u 24 zwierzat chorych i 6 kontrolnych.

Wykonanie i interpretacja wynikow

Testy $rodskérne wykonywano na niepigmentowanej skorze bocznej strony klatki piersiowej,
gdzie strzyzono sier$¢, formujac prostokat o wymiarach w przybliZzeniu 10 x 20 cm. Miejsca iniek-
cji alergenu oznaczane byly markerem. Wraz z roztworem alergenu podawano réwniez roztwor
histaminy, stanowiacy kontrolg¢ dodatnia oraz roztwoér soli fizjologicznej, stanowiacy kontrolg
ujemna. U wszystkich zwierzat zachowano nastgpujaca kolejnos¢ podawania: 1 — kontrola dodat-
nia, 2 — kontrola ujemna, 3 — alergen. Odczytu testow dokonywano po 30 minutach.

Za reakcj¢ dodatnia uznawano wystepujacy w miejscu iniekcji alergenu babel i rumien o
Srednicy zblizonej lub przewyzszajacej podobna reakcjg na podanie kontroli dodatniej z histamina.

Test degranulacji bazofilow

Test degranulacji bazofilow wykonano u 30 zwierzat: 24 chorych z grupy doswiadczalnej i 6
kontrolnych.

Standaryzacja alergenu

Do badan uzyto tego samego alergenu co do testow $rodskornych, doswiadczalnie ustalajac
najwyzsze nietoksyczne dla komérek wskaznikowych stgzenie alergenu. Celowi temu postuzyto
doswiadczenie pilotazowe, wykonane na komérkach wskaznikowych (leukocyty) konia, pozwala-
jace ustali¢, ze alergen w stezeniach 10~ nie dziata toksycznie i nie powoduje degranulacji w
sposéb niespecyficzny.

Wykonanie testu i interpretacja wynikow

Do probéwki z heparyna (5 j.m./ml krwi) pobierano krew zylna konia. Sukcesywnie, w
miar¢ opadania krwinek czerwonych zbierano osocze, ktére nastgpnie wirowano. Osocze zle-
wano, natomiast leukocyty przemywano w buforze Hepes bez wapnia. W celu rozerwania po-
wiazania IgE — receptor bazofila, otrzymang zawiesing komérkowa umieszczano w buforze
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mleczanowym (pH = 3,7), a nastgpnie powtdrnie przemywano buforem Hepes bez wapnia.
Badang surowicg rozcienczano w buforze Hepes bez wapnia w stosunku 1:5 i taczono z zawie-
sing leukocytéw konia. W celu uczulenia bazofili konskich przeciwciatami zawartymi w suro-
wicy kréow, otrzymang mieszaning inkubowano 18 godzin w temeraturze 4°C. W czasie inkuba-
cji przeciwciata klasy IgE z badanych surowic bydta optaszczaly bazofile konia. Nastgpnie
zawiesing uczulonych bazofili zawieszano w zwigkszajacych sig rozcienczeniach od 107" do 10
* roztworéw alergenu i poddawano inkubacji w temp. 37°C przez 30 minut. Prébe kontrolna sta-
nowila zawiesina komoérkowa w buforze Hepes z wapniem. Po inkubacji zawiesing badanych
leukocytéw barwiono przez godzing niebieskim barwnikiem (fiolet nitratetrazoliowy — Sigma) i
liczono zabarwione komorki w komorze Biirkera. Interpretujac wyniki brano pod uwagg bazofile,
ktére nie ulegly degranulacji i miaty zabarwione na niebieskoturkusowy kolor ziarnisto$ci cytopla-
zmatyczne. Wynik testu wyrazony w procentach degranulacji otrzymywano za pomoca wzoru:

[Liczba bazofili w prébie kontrolnej bez alergenu — liczba bazofili w studzienkach
z alergenem)] x 100

Liczba bazofili w studzienkach z alergenem

WYNIKI I OMOWIENIE

Wyniki testow §rodskornych

Dodatnie reakcje stwierdzono u 14 zwierzat, co stanowi 58,34% zwierzat badanych.
Nie stwierdzono reakcji dodatnich w grupie zwierzat niewykazujacych objawéw klinicz-
nych. Przyktadowa reakcja typu natychmiastowego przedstawiona jest na fotografii 1.

Fot. 1. Dodatnia reakcja typu natychmiastowego w testach srédskérnych u chorego zwierzgcia:
1 — kontrola dodatnia, 2 — kontrola ujemna, 3 — dodatni odczyn wczesny z antygenem 7. verrucosum
Phot. 1. Positive reaction of immediate type in intradermal tests in a diseased animal:
1 — positive control, 2 — negative control, 3 — positive early reaction with antigen 7. verrucosum
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Whyniki testu degranulacji bazofilow

Dodatnie reakcje w tescie stwierdzono u 14 osobnikéw, co stanowi 58,34% zwierzat
badanych. Nie stwierdzono dodatnich reakcji w tym tescie u osobnikéw niewykazujacych
objawéw klinicznych trichofitozy. Korelacja pomiedzy wynikami testow $rédskérnych a
testem degranulacji bazofiléw przy uwzglednieni wszystkich zwierzat badawczych i
kontrolnych wynosita 0,6 (rys. 1). Do obliczenia korelacji wykorzystano test Spearmana.

Stwierdzenie dodatnich reakcji typu natychmiastowego w testach $rédskérnych oraz
dodatnich reakcji typu natychmiastowego u wigkszos$ci zwierzat potwierdza wystgpowanie
u nich swoistej nadwrazlioci typu wczesnego. Jak wspomniano we wstepie, nie ma innych
prac na ten temat u bydta, co uniemozliwia dokonanie bezposrednich poréwnan. Ocena
nadwrazliwoéci typu natychmiastowego na alergeny dermatofitow wykonywana byta u ludzi
przez Mungan [2000]. W badaniach tych za pomoca testow $rédskérnych wykazano wystg-
powanie nadwrazliwo$ci typu natychmiastowego u 47,1% do 63,1% chorych (w réznych
grupach badawczych). Wyniki te sa zgodne z uzyskanymi w badaniach wtasnych. Nadwrazli-
wos$¢ typu natychmiastowego badana byla réwniez u $winek morskich przez Wawrzkiewicza
[1998]. U zakazonych eksperymentalnie §winek morskich dodatnie reakcje w testach §réd-
skornych wystgpowaly u 20% zwierzat, po szczepieniu dodatnie wyniki byty notowane u 58%
osobnikéw. Wyniki te sa rowniez zgodne z uzyskanymi w badaniach wtasnych.

TDB =.18750 + .59821 * probka Srddskéma
R=0860

TDB

} ; ~o. Regresja
06 0.8 10 1.2 95% p.ufnosci

0.2 0.0 02 0.4
Préba srodskérna

Rys. 1. Korelacja pomigdzy wynikami testu degranulacji bazofiléw a wynikami testow

srodskornych, uwzgledniajaca wszystkie zwierzgta badawcze i kontrolne

Fig. 1. Correlation between test results of basophyll degranulation and results of intradermal tests
considering all studied and control tests

Odpowiedz immunologiczna typu humoralnego w przypadku infekcji dermatofitami
nie jest uznawana za wystarczajaca do zapewnienia odpornosci. Wielu autoréw uwaza,
ze nadmierna odpowiedz typu humoralnego oraz rozwdj swoistej nadwrazliwo$ci charak-
terystyczny jest dla osobnikéw z przewleklymi grzybicami, wigc jest to zjawisko nieko-
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rzystne, utrudniajace powrét do zdrowia. Migdzy innymi u ludzi z objawami atopii
stwierdzono wystgpowanie nadwrazliwosci typu natychmiastowego oraz przewleklych
postaci trichofitozy [Wilson i in. 1993, Romani 1996]. Stwierdzenie wigc u zwierzat tego
typu nadwrazliwo$ci moze wskazywac na zaburzenia w uktadzie immunologicznym.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate immediate faze of hypersensitivity in cattle naturaly in-
fected by trihophytosis. All reserch was done on a group of 24 ill animals and on 6 control ani-
mals. The skin tests and basophils degranulation test was performed in all ill and control animals.
The positive reaction in both tests was noticed in 58,34% of ill animals. We also noticed strong
correlation between resaults of skin tests and basophils degranulation test. Our data confirm the
development of specific immediate type hypersensitivity in cattle naturaly infected by Trichophy-
ton verrucosum.

Key words: cattle, Trichophyton verrucosum, skin tests, basophils degranulation test



