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The results of microscopic and histopathol
rats. In rats treat
quickly, the proc
llicles and glands

Trudno gojące się rany stanowiły zawsze poważny
problem w medycynie ludzi l,zwierząt. Wielu specja-
listów chirurgii i farmakologii poświęciło się badaniom
nad wynalezieniem leku lub sposobu leczenia dużych
ubytków skóry. Niektóre metody przynoszące satys-
fakcjonujące eutyczne u
złyniestety z w praktyce
(7, 13). W pr erząt proce
p likuj e trudno ść utr zymania warunków as eptycznych,
brak cierpliwości w znoszeniu bolu i opatrunkow, a
także dużę ograniczenta zwlązane z kosztami lęcze-
nia. Uzasadnione zatem wydaje się poszukiwanie no-
wych preparatów i metod leczentałączących w sobie
wysoką skuteczność oraz racjonalne warunki ekono-
miczne (10).

Od kilku lat chitozan jest obiektem wielokierunko-
wych badań nad wykorzystaniem te go unikalnego bio-
polimeru w medycynie i naukach pokrewnych, jak bio-
logia, farmakologia i biochemia (10, 11, 17). Ten poli-
sacharyd mający strukturę podobną do glikozamino-
glikanów, wydaje się naśladować ich funkcje (1).

W badaniach do świad czalny ch opi sanych w niniej -

szej pracy wykorzystany zostaŁ askorbinian chitozanu
uzy skiw an y z p anc ęr zy kryl a antarkty c zne go (E u p h cl -

sia superba). Preparat wyprodukowany był w Labora-
torium Biopolimerów Morskie go Ins§tutu Ryb ackie-
go w Gdyni. Uzyskał on polską standaryzację numer
PN 89/A-86850 (12).

Badania miały na celu
czej askorbinianu chitoza
czalnychu szczurów w w

Matetiał i metody

Badania zostały przeprowadzonę na 15 szczlrach rasy
Wistar, w wieku 5 miesięcy, o masie ciała (m.c.) 270-280
g. W czasie doświadczenia zwierzęta przebywaĘ w klat-
kach laboratoryjnych, po 3 w jednej, w pomieszczeniu o

temperaturze ok. 20'C. Żywione były standardową karmą
dla szczurów (LSM) ad libitum i miaĘ stały dostęp do
świeżej wody (3,4).

Szczury podzielone zostały na 2 grupy. G-pę I - stano-

wiło 9 szczurow (3 klatki po 3 szczury), u których rany
leczono askorbinianem chitozanu i grupę II - kontrolną
nie leczoną- 6 szczurow (2 klatki po 3 szczlry). Po dwu-
dniowej aklimatyzacji wszystkie szczLlry poddano zabie-
gowi wycięcia ran doświ adcza|nych. Zabtegtenzostał prze-
prowadzony w znieczuleniu ogólnym. Zastosowano domię-
śniowo mie s zan kę ketaminy z ksylazyną, U żyty zo stał pr e,
parat Bioketan (wodorotlenek ketaminy) w dawce 45 mgl
/100 g m.c. oraz 2oń ksylazyna w dawce ż mgll}} g m.c.
Po wygoleniu skóry grzbietu w okolicy łopatek u wszyst-
kich szczurów zaznaczono przy pomocy szablonu po dwa
kwadraty o wymiarach 10x10 mm rozmieszczone syme-
trycznie po obu stronach linii środkowej grzbietu. Następ-
nie wycięto płaty skóry o tych wymiarach tak, aby obejmo-
wały całąjej grubość. Powierzchnia i grubość wyciętej skó-

ry zostałazmterzona.



W grupie Inakażdąranę jeden raz dziennię nakraplany
był 4% roztwór askorbinianu chitozanu w ilości 0,2 mL, aż
do momentu pojawienia się na powierzchnl, całej rany ma-
s}.wnego, ciemnobrunatnego strupa, co miało miejsce w 4-
-5 dniu leczenia. Rany w grupie kontrolnej byĘ pozosta-
wione do samoistnego gojenia się, bez stosowania leków i
opatrunków.

Obserwacje kliniczne dotyczyĘ oceny przebiegu proce-
su gojenia się ran doświadczalnych w grupie leczonej i
kontrolnej z uwzględnieniem wielkości i wyglądu strupa,
szybkości i sposobu obkurczania się ran oraz wielkości,
kształtu i koloru blizny.

Badania patomorfologiczne obej mowały makroskopowe
i mikroskopowe obserwacje dotyczące przebiegu procesu
gojenia się ran leczonych i nie leczonych. W 7, 14 i 2I
dniu doświadczenia pobrano materiał do badań; u szcza-
rów leczonych chitozanem wycięto 16 ran, zaś u kontrol-
nych 12. Po pierwszym zabtegljeden szczur 7eczony zo-
stał'zagryziony.

Materiał przeznaczony do badań patomorfolo giczny ch
obejmował całe rany wycięte z otaczającąskórą i tkanką
1eżącąw głębi pod ubytkiem. Każdy preparat operacyjny
po wycięciu rozplnany był na korku, aby w trakcie utrwa-
lania w formalinie nie zmienił swojego kształtl.Takprzy-
gotowane preparaty zan:utzane był w I0oń roztworze for-
maliny na okres 48 godzin. Obserwacje i badania makro-
skopowe polegaĘ na ocenie utrwalonego materiŃl llzy-
skanego w kolejnych etapach doświadczenia, Wykonano
pomiary strupa, światła rany, jej głębokości i grubości bli-
zrry oraz opisano cechy charakterystyczne preparatów
(kształt, b arwa). P o ocenie makro skop owej materiał zo stał
pocięty na równoległe paski o szerokości ok. 2 mm iprze-
prowadzony do bloków parafinowych. Po skrojeniu otrzy-
mane skrawki zabarwiono hematoksyliną i eozyną oraz
dodatkowo na włókna tkanki łącznej metodami wg Gomo-
riego i wg Mallory'ego (7). Preparaty oceniano w mikro-
skopie świetlnym przy Z}}-Wotnym powiększeniu. Liczba
poddanych ocenie wycinków była proporcjonalna do wiel-
kości rany. W 7 dniu doświadczenia badano 39,zaś w 14 i
w 2 l dniu po 22 wy cinki. B adania histopatologiczne zosta-
ły przeprowadzone w Zakładzie Patologii Szpitala Specja-
listycznego im. Sw. Wojciecha w Gdańsku.

Badanie histopatolo giczne obejmowało ocenę po-
wierzchni rany (wysięk, naskórek - rozległość pokrycia
powierzchni ubytku, j ego grubość wyrażonaliczbą warstw
komórek, cechy dojrzewania - tworzenie warstwy ziami-
stej i rogowej, obecność zawiązków przydatków), tkanki
wypełniającej ubytek (Iiczbanaczyń włosowatych w l0
polach widzenia obiekt}wu o powiększeniu 40x, wysre-
brzone włókna siateczki oraz włókna kolagenowe z
uwzględnieniem ich ilości i grubości). Ocęna włókien była
ilościowa i przybliżona; w roboczych tabelach wytażona
w skali: + - niezbyt liczne, +* - liczne i +++ - bardzo
Iicznę. Opisywano każdy wycinek, a następnie uśredniano
wyniki dla każdej rany.

Wyniki iomówienie
Wyniki badań wpĘrł,u chitozanu na proces gojenia

się ran doświadczalnych u szczurów obejmowały ba-
dania i obserwacje kliniczne oraz patomorfologiczne
- makroskopowe i mikroskopowe.

Ob serwacj e kliniczne. W pierws zy ch dntach rany
leczone pokrywał masywny, ciemnobrunatny strup,
ktory z reguły odpadał zranw 5 i 6 dniu doświadcze-
nia. Rany leczone pokryte był w tym czasie delikat-
nym, brązowym strupem. Rany kontrolne od począt-
ku procesu gojenia pokryte byĘ brązowym strupem,
którego fragmenty odpadaĘ przez okres ok. 2 tygo-
dni. Po 14 dniach odrozpoczęcia doświadczeniarany
lęczone różnlły się w sposób wyraźny swoim kształ-
tem od ran kontrolnych. W grupie leczonej chitiza-
nem miaĘ one kształt wydłużony. DŁuższybtzegrany
ułozony był prostopadle do osi kręgosłup a szczlra. W
grupie kontrolnej rany były okrągłe. Po 21 dniach w
o ko l i c y r an Ie c zonych zaob s erw owano znac znie szyb,
szy odrost włosów, co spowodowało konieczność po-
nownego golenia skóry przed pobraniem materiału. W
miejscu ran utworzyĘ się blizny; w grupie leczonej
białe i wąskie, w grupie kontrolnej szarę i znacznię
większe.

Patomorfologia - ocena makroskopowa. Strupy
na ranach leczonych chitozanem miaĘ po 7 dniach
doświadczenia większą powierzchnię, Srednia po-
wierzchnia strupa zTany leczonej pobranej w tymcza-
sie była o 7 3,7 5 mrrt' więks za niż na ranie kontrolnej.
Po 14 dniach średnia powierzchnia strupa na ranach
kontrolnych.byŁa o 1,68 mm2 większa niż na ranach
leczonych, Srednia grubość strupa w materiale pobra-
nym po 7 dniachbyła podobna w obu grupach. Należy
jednak zauważyc, że różntca pomiędzy wartościami
maksymalną i minimalną w grupie leczonej wynosiła
I,7 mm, a w grupie kontrolnej 0,5 mm. W drugim po-
braniu rany leczone pokryte były strupem średnio o
0,1 mm grubszym niż kontrolne.

Zebranę wyniki pomiarów szerokości i głębokości
ran doświadczalnych u szczuróq wskazują iż śred-
nia szerokość rany leczonej była o 1 mm większa niż
kontrolnej, natomiast jej głębokość mniejsza o 0,I2
mm, Szerokość i głębokość ran leczonychpo 14 dniach
była mniejszaniżkontrolnych odpowiednio: o 2,5 mm
i 1,6 mm, W okresie 1 tygodnia szerokość ranleczo-
nych zmniejszyła się o 4,2 mm, a kontrolnych o 0,75
mm. W tym samym okresie głębokośc ran leczonych
chitozanem zmniejszyła się o 0,46mm, a kontrolnych
o 0,37 mm. Tkanka wypełniająca dno rany - ziarlina
miałanaprzekrojupoutrwalęniuzabarwieniekremowo-
szare w grupie leczonej i szarę w grupie kontrolnej,

Z zęstawienia wyników po 21 dniach wlmika, ze w
miejscu ubytków skóry w grupie leczonej chitozanem
powstały białe blizny o średniej powierzchni 13,25
mmz i średniej grubości 0,57 mm. Cała bltzna byŁa
blada. Rany kontrolne wypełniała w całości delikatna
blizna barwy bladoróżowej. Na powierzchni, średnio
wynoszącej 52,5 mŃ znajdowaĘ się resztki strupa i
w dwóch przypadkach po kilka maĘch czerwonych
punktów, prawdopodobnie pozostałośc i naczyńkrwio-
nośnych przerastających bliznę. Grubość wewnętrz-
nej, jasnej warstwy blizny nie przekraczała 0,I mm.
Podtąwarstwą ubytek skóry o średniej szerokości 1,5

mm i głębokości 1,2 mm wypełniony był szarątkanką.



Ryc. 1. Rana po 14 dniach leczenia chitozanem. Dojrzewają-
cy naskórek z licznymi zawiązkami włosów, w głębi włóknie-
jąca ziarnina

Ryc. 2. Rana nie leczona po 14 dniach doświadczenia. Naskó-
r ek z wy r aźnymi cechami doj rzewania, p oj edyncze zawiązki
przydatków; w głębi włókniejąca ziarnina

Ryc. 3. Rana po 21 dniach leczenia chitozanem. Widoczne
bardzo liczne włókna srebrochłonne

Ryc. 4. Rana nie leczona po 21 dniach doświadczenia. Wi-
doczne bardzo liczne, ale cienkie włókna siateczki

Ryc. 5. Rana po 21 dniach leczenia chitozanem. Widoczne
bardzo liczne i grube włókna kolagenowe, zlewające się ze
sobą oraz przekroje włosów

Ryc. 6. Rana nie |eczona po 21 dniach doświadczenia. Wi-
doczne liczne, ale cieńsze jak na ryc. 5 włókna kolagenowe
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Patomorfologia - wyniki badań mikroskopowych.
W trakcie badań histop atologicznych zaobserwowano
różnte zaawansowane naskórkowanie we wszystkich
ranach. Było ono proporcjonalne do czasu gojenia i
nie różniło się wyraźnie w grupie zwterząt leczonych
i kontrolnych. Pokrycie naskórkiem po 7 dniach wy-
nosiło w obu grupach ok. 50oń powierzchnt, po 14

dniach ok.90oń, apo 2I dniach powierzchnie ran były
pokryte całkowicie . Takżę grubość naskórka wyrażo-
na liczbąwarstw komórek nię ńżnlŁa się zasadniczo,
chociaż w grupie leczonej po 7 dniach miejscami na-
warstwianie komórek było większe, Po 14 dniach w
grupie leczonej i kontrolnej liczba warstw komórek
naskórka była zbliżona, Natomiast po 21 dniach do-
świadczenia naskórek w grupie leczonej stawał się
cieńszy, upodabniając się do naskórka skóry nie zmie-
nionej.

Proces dojrzewania naskórka był v"lJrńony poj awie-
niem się warstwy ziarnistej i rogowej. W pierwszym
tyg. uwidaczntaŁa się w tym zakresie dość wyraźna
rożntca. W ranach nie leczonych w większości miejsc
naskórek nie był zróżnicowany na te warstwy, zaś obie
warstwy można było wyróżnić w ranach traktowanych
chitozanem. W następnych tygo dnia ch ta r o żntca mię-
dzy zw i er zętami l e cz onymi i kontro lny mt zantkała,

Odtwarzanie naskórka wiązało się takze z Tegene-
racjąprzydatków skóry - torebek włosowych i gru-
czołów. We wszystkich etapach doświadczenia odtwa-
rzantę przydatków byŁo bardziej zaawansowane u
zwterząt leczonych chitozanem, co dokładnie przed-
stawiaj ą mikrofotografi e (ryc. I i 2).

Przeprowadzono również ocenę mikroskopowązrę-
bu. Ocena zachowania się tkanki ziarninowej wypeł-
niającejranywykazaŁa,żeliczbautworzonychnaczyń
włosowatych nie różnlła się istotnie w ranach leczo-
nych i nie leczonych, chociaż ntęznacznie mniej na-
czyń(o ok. 15%) pojawiło się w pierwszych dniach w
ranach po zastosowaniu chitozanu. W ziarninie, u
wszystkich zw terząt p ojawiĘ się włókna srebro chłon-
ne. W pierwszym tyg. byĘ one liczniejszelzwierząt
leczonych chitozanem. W następnych tyg. włókna sre-
brochłonne były wszędzie jednakowo liczne, jednak
grubsze l zwierząt leczonych (ryc. 3 i 4).

Różnice w przebiegu procesu gojenia się ran po-
między grupą szczurów leczonych chitozanem a kon-
trolną zaobserwowano w ocenie włókien kolageno-
!\rych. Włókna kolagenowe były obecne w znacznej
Iiczbte jlż w pierwszym tyg. ibardzo liczne w następ-
nych. W ranach leczonych możnabyło zauważyć tch
przewagę ilościową już w 7 dniu doświadczenla, a
zwłaszcza wyr aźnie wi ęks zą li czb ę włókien grubych.
Widać to w mikrofotografiach sporządzonych z prę-
paratów barwionych met. Mallory'ego wykonanych po
21 dniach trwania procesu gojenia ran (ryc. 5 i 6).

Zar ówno u zw ier ząt l e czonych chito zanem j ak i ni e

leczonych, oprócz opisanych składników tkanki ziar-
ninowej, w jej głębi możnabyło stwierdzić obecnośó
różntęnasilonegonaciekuzkomórekzapalnych,Znaj-

dowaĘ się tamprzede wszystkim granulocyty, makro-
fagi, plazmo cyty, a takżę erytro cyĘ. Rany le c zon e cha-
rakteryzowaĘ si ę ob e cno ści ą większej liczby makro-
fagów.

Wyniki przeprowad zonęgo doświadczenia potwier-
dzają wcześniejsze badanta i obserwacje terenowe
dotyczące korzystnego wpĘwu chitozanu na proces
gojenia się ran (10, 11). Zaobserwowano róznice w
przebiegu procesu gojenia się eksperymentalnych ubyt-
ków skóry. Należy zauważyć, żę rożntce zaobserwo-
wane w trakcie badań mająprzede wszystkim charak-
ter ilościowy. Rany lęczone askorbinianem chitozanu
pokrylvały się po kilku (2-3) aplikacjach masyvvnym
ciemnobrunatnym strupem. Obecno ści na powierzch-
ni rany grubej powłoki włóknikowej zawierającejlicz-
ne e lementy morfotyc zne tow arzyszyło występowanie
|iczniejszych makrofagów w odczynie zapalnym w
gŁębt ziarliny. Obserwacje własne dotyczące nagTo-
madzenta iltżej liczby neutrofili w obrębie rany są
zgodne z wynikamt badaczy japońskich (18) i wło-
skich (9). Z cytowanych badań przęprowadzonychin
vitro i in vivo wynika, że chitozan stymuluje groma-
dzenie się leukocytów w wyniku chemotaksji. Maeda
i wsp. (5) wskazuj ąnachitozan jako czynnikstymulu-
j ący pro dukcj ę immuno globulin, który oddziaływuj ąc
na hodowlę limfocytów ludzkich, powoduje zwiększo-
nąprodukcję IgM. Duże nasilenie procesu zapa|nego
po inplantacji szczurom siatki poliestrowej pokrytej
chitozanem zauważył Gosk (2), Na podstawie badań
makroskopowych i mikroskopowych stwierdził, że
re sorpcj i wszczepów tow arzy szył nasilony, przewle-
Ę, ni e swo i sty pro c e s zap alny charakteryzuj ący s ię wy-
siękiem włóknikowym i występowaniem granulocy-
tów oboj ętnochłonnych,

Elementy morfotyczne krwi, gromadzące się w ob-
rębie rany leczonej chitozanem intensywniejntżw ra-
nach nie leczonych, mogąbyć podstawowym czynni-
kiem wpływającym na szybkość procesu gojenia po-
przęzzwalczante infekcji oraz sprawne usuwanie tka-
nek martwych z obszaru rany w pierwszej fazie tego
procesu. Takie oddztaływanie, bardzo ważne w przy-
p adku r an lr azoryc h, s i lni e zabrudzony ch, z dużąIlo,
ściąuszkodzonychtkanek, wydaje się nie mieć więk-
szego znaczęnla w przypadku ran doświadczalnych.
Rany te, mimo niezachowania wszystktchzasad czy-
stości chirurgicznej nie byĘ j akmożnaprzypuszczać,
takznacznie zainfekowane. W ranachtych nie wystę-
powaĘ też w takiej ilości, jak w ranach urazowych,
tkanki niezdolne do sprawowania swoich funkcji na-
prawczych,

Rany leczone rożnlĘ się od ran nie leczonych szyb-
szym i bardziej zaawansowanym pfocesem dojrzewa,
ni a na s kórk a, w y t ażony m zwłaszcza o dtw ar zanięm
j ego przydatków, co koreluj e z szybszym odrastaniem
włosa w okolicy bltzny. Zjawiskatego nie zaobserwo-
wano u szczurów w grupie kontrolnej.

Wpływ chitozanu na przebi e g o dtwarzani a nabłon-
ka zattważyli Francuzi z Laboratorium Substytutów



TZy (6).
W 6adaniach własnych proces gojenia przebtegał

przęzzianrinowanie. Ubytki już po 7 dniach były wy-
pełnione tkanką bogatokomórkową fibroblastyczną.

I1ość tkanki nach leczonych chitoza-
nem i kontro się istotnie, nie uwzględ-
niono więc w zestawieniach zbtot-

dowanej technice badawczej.
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RetrospekĘwn ą anal i zą obj ęto zgon y koni zw iązane ze wszystkimi sytuacj a-

mi, w których stosowano znieczulenie ogólne w okresie 5 lat (1991-1995) w

klinice w Leverhulrne. W gruple 1219 koli, u których zastosowano znieczu]enie

ogólne 3,6% padło lub zostało poddane eutanazji W 8 przypadkach śmierć była

p

n
l

szyt 2,1oń, kastracji 4,2%o 
G.
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§powodowane przez den
death in sheep as§oc del-
liĄ.Yet.Ftęc. I42, 4I1-42l, 1998 (16)

W Wielkiej Brytanii 8 gatunków Clostridium wlłvołuje choroby owiec, a

mianowicie C. perfringens B, C i D, C. letani, C. scpticunl, C nol,yi, C haemo-

lyticttm i C. chauvoei. Od 37 jagniąt, które nagle padły wyizolow ano , sordel-
, lii,Zn-liany chorobowe były najsilniej zazllaczole ujagniąt w wieku 10 tygo-

clni Na czoło zlrrian cholobowych wysuwało się wzdęcie jamy brzlszlej, zapa-

lenie trawieńca, bladość lub przekrwienie błon surowiczych, powiększenie i

wybroczyny w węzłach chłonnych, mięśnie konsystencji miękkiej o zabarwie-

niu od różowego <1o czarnego, obrzęki tkanki podskómej i przekrwienie naczyń

krwionośnych. Wyizolowanie C sordeltii z trawieńca oraz z innych narządów

przy braku innej mikroflory, łącznie ze zmianami chorobowymi, wskazuje na C

sordellii jako plzyczynę padania jagniąt. 
G.


