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Summary

Dermatophytes have the ability to invade keratinized tissue (hair, nails and skin). The invasion elicits a host
response ranging from mild to severe. Local anti-dermatophyte immunity includes activation of macro-
phages, sensitization of T lymphocytes and the production of antibodies. Dermatophytes are eliminated
from the skin by a cell-mediated immune reaction. Although antibodies play a small part in dealing with
dermatophytosis, they somehow support fagocytosis and suppress adhesion of the fungus to host cells. The
development of cell-mediated immunity correlated with delayed hypersensitivity is associated with clinical
cure. Dermatophytoses are considered as an important epidemiological problem. Therefore, all the latest
efforts to develop an effective vaccine against ringworm are significant. However, the immunology of the
dermatophyte infection still remains to be comprehensively examined.
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Coraz powszechniejsze stosowanie szczepionek
W zapobieganiu grzybic jest wynikiem coraz wigkszej
degradacji srodowiska naturalnego oraz postgpu cy-
wilizacyjnego. Istotna rol¢ odgrywaja takze procesy
industrializacji oraz urbanizacji. W medycynie ludz-
kiej zwraca si¢ ponadto uwagg na szeroki wptyw, jaki
wywieraja masowe kontakty ludzkie poprzez szkoty,
obiekty sportowe oraz baseny (14). Istotny jest roéw-
niez fakt masowego przemieszczania si¢ ludnosci (tu-
rystyka, migracja), a wraz z nimi réwniez zwierzat,
szczegolnie tych udomowionych — psow i kotow.
Z kolei u ludzi zwraca si¢ uwage na powszechne sto-
sowanie wtokien syntetycznych uzywanych do produk-
cji odziezy oraz butow. Zwigkszona podatnos¢ na za-
kazenia grzybicze notuje si¢ u cukrzykow, ludzi cho-
rych z niedoborami immunologicznymi wrodzonymi
oraz nabytymi (AIDS) (1, 16, 18). Podobne zjawisko
zaobserwowano u 0sob poddanych transplantacji na-
rzadow oraz leczonych antybiotykami o szerokim spek-
trum aktywno$ci przeciwbakteryjnej, kortykosteryda-
mi oraz cytostatykami (20, 24). Istotng kwestia jest
pewna predyspozycja do zakazen grzybiczych; rozroz-
nia si¢ wrodzona, nabyta lub srodowiskowa. Zaburze-
nie odporno$ci immunologicznej, nieprawidlowy sto-
sunek limfocytoéw T4/T8 oraz obnizenie aktywnos$ci
samych granulocytéw moze by¢ przyktadem istnieja-
cych czynnikoéw wrodzonych (4, 6, 10, 26). Powszech-
na jest opinia, ze do zakazen grzybiczych predyspo-
nuja stany rekonwalescencji po wszystkich chorobach

zakainych choroby krwi oraz nowotwory. Zwraca si¢
rowniez uwage na fakt, ze rozwo6j procesu chorobo-
wego wynika z poziomu odpornosci, a niematg rolg
przypisuje si¢ stanom zwigzanym z niedoborem cyn-
ku, zelaza, miedzi oraz witamin, w szczegdlnosci z gru-
py AiB (31).

Analiza przeprowadzona na 606 przypadkach grzy-
bic skornych u zwierzat domowych wskazuje, ze naj-
czesciej wystgpujacym dermatofitem u koni jest 7ri-
chophyton equinum, u kotdw Microsporum canis, na-
tomiast u matych gryzoni Trichophyton mentagrophy-
tes (2). U ludzi w wigkszosci przypadkoéw grzybicy
strzygacej zaobserwowano obecnos$¢ Trichophyton
mentagrophytes, natomiast pozostate gatunki grzyboéw
odnotowano w znacznie mniejszych ilosciach (8).
W odniesieniu do produkcji zwierzgcej ilo$¢ grzybic
uzalezniona jest od samego gatunku zwierzat, od wa-
runkow srodowiskowych, w ktorych one przebywaja,
oraz takze od typu produkcji zwierzgcej. Badania prze-
prowadzone na 1900 szt. bydta wskazuja, ze wsrod
bydta ras migsnych w 19% przypadkow wystapity ob-
jawy grzybicy, natomiast w przypadku bydta mlecz-
nego odsetek ten byt znacznie mniejszy 1 wynosit tyl-
ko 4,5%. Z kolei w gospodarstwach tradycyjnych
0 produkcji mieszanej stwierdzono tylko 8% przypad-
kow (19). Zwraca si¢ rowniez uwagg na fakt, ze miej-
scem ekspozycji dermatofitow sa przychodme wete-
rynaryjne i one moga stanowic potencjalne zrédto za-
kazenia zwierzat i ludzi (14, 22).
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Celem badan byta ocena i obserwaCJa wynikow po-
stepowania profilaktycznego z uzyciem szczepionki
Alopevac przeciwko grzybicy skornej wywolanej przez
Trichophyton mentagrophytes.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 51 §winkach morskich oby-
dwu plci o masie ciata 300-350 g. Zwierzeta podzielono na
trzy grupy dos§wiadczalne. Grupa K obejmowata zwierz¢ta
zdrowe (9 szt.), grupa S (21 szt.) obejmowala zwierz¢ta
poddane dziataniu szczepionki Alopevac zawierajacej ate-
nuowany szczep grzyba Trichophyton mentagrophytes
(prod. Biowet — Putawy). Szczepienia w grupie S dokona-
no podskoérnie, dwukrotnie w odstepie 10-dniowym w mig-
sien udowy w ilosci 0,5 ml. Po 6 tyg. od pierwszego szcze-
pienia zwierzeta z grupy S inokulowano zawiesing grzyba
Trichophyton mentagrophytes 43 izolowana od krolikow
w dawce 8 x 10° ml™! cfu w zdepilowana i zeskaryfikowa-
na skore skorg prawego podudzia w ilosci 0,3 ml. Grupa Z
(21 szt. zwierzat) obejmowata zwierzgta zakazane tym sa-
mym szczepem grzyba, w tej samej dawce 1 w identyczny
sposob. Zwierzgta ze wszystkich 3 grup usypiane byty
w narkozie eterowej w odstgpach 4-dniowych.

Podczas catego doswiadczenia prowadzono obserwacje
kliniczne i notowano czas pojawienia si¢ pierwszych zmian
chorobowych, ich charakter oraz rozlegtos¢, a takze szczyt
choroby i czas ustapienia zmian. Do badan immunologicz-
nych pobierano krew i badano: aktywnos$¢ fagocytarna
komorek polimorfonuklearnych (PMN), ktora okre§lano
metoda cytochemiczng przy uzyciu testu NBT (21). Test
wykonano w dwoch wariantach tzn. spoczynkowym i sty-
mulowanym lateksem (Difco Laboratories USA). Procent
komoérek PMN NBT dodatnich obliczono w mikroskopie
po utrwaleniu i wybarwieniu preparatow 0,1% roztworem
safraniny. Indeks fagocytarny okreslano metoda cytoche-
miczna z zastosowaniem standardowego szczepu Staphy-
lococcus aureus 209P. Testem wewnatrzkomorkowego za-
bijania okreslano procent komorek bojczych metoda Fer-
rante i Thong (7). Aktywnos¢ lizozymu okreslano metoda
turbidymetryczna (25) z zastosowaniem Micrococcus
lysodeicticus. Do badan w mikroskopie $wietlnym pobie-
rano wycinki skory o wymiarach 2 cm x 2 cm. Z materiatu
utrwalonego w 10% oboj¢tnym formolu sporzadzono
skrawki metoda parafinowa, z ktorych wykonywano pre-
paraty mikroskopowe. Dla oceny morfologicznej pobrane-
go materiatu w mikroskopie $wietlnym skrawki barwiono
hematoksylina i eozyna oraz metoda PAS wg Mc Manusa,
co pozwolito na potwierdzenie obecnosci grzyba w bada-
nej tkance. Wykonano réwniez barwienie orceina, co po-
zwolito na okreslenie stopnia dziatalnosci elastolitycznej
grzyba w glab tkanki.

Do badan mikologicznych pobierano z chorobowo zmie-
nionych miejsc zeskrobiny naskorka oraz fragmenty wto-
sow. Zdrapane probki byly wszczepiane tradycyjna meto-
da na podtoze Sabourauda. Pobierano rowniez wycinki sko-
ry w ilo$ci 500 mg, ktére rozdrabniano mechanicznie i pod-
dawano dodatkowo dzialaniu 0,25% roztworu trypsyny
przez 45 min. w celu uzyskania jednolitej zawiesiny mate-
riatu zakaznego. Probki w ilosci 0,2 ml wszczepiano na
podtoze Sabourauda. Zaréwno w jednym, jak i w drugim
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przypadku podloze Sabourauda zawierato dodatkowo
chloramfenikol w ilosci 0,05 mg/ml oraz actidion w ilo$ci
0,5 mg/ml.
Wyniki i omowienie

Badanie makroskopowe i histopatologiczne.
W grupie kontrolnej (K) w badaniu mikroskopowym
oraz makroskopowym nie stwierdzono istotnych réz-
nic w strukturze skory podczas catego badania. Stwier-
dzono obecno$¢ naskorka o prawidtowej grubosci
i strukturze. Pod naskorkiem widoczna warstwa skory
wlasciwej zbudowana byla z gestej sieci wiokien ko-
lagenowych z widocznymi w przekrojach poprzecz-
nych naczyniami wtosowatymi i wlosami. W barwie-
niu orceing wykazano sieciowy uktad ciemnobrunat-
nych nici wtokien elastycznych, ktore byly wyraznie
zageszezone w warstwie podnaskérkowej 1 ulegly roz-
rzedzeniu w kierunku glgbszych warstw skory 1 tkan-
ki podskornej (ryc. 1).

W grupie zwierzat szczepionych (S) w zadnym okre-
sie poszczepiennym nie stwierdzono obecnosci grzy-

Ryec. 1. Zageszczenie wldkien elastycznych w warstwie pod-
naskorkowej. Barw. Orceina. Pow. 100 x

Ryc 2 Hyperkeratoza komorek naskorka Barw. HE. Pow
100 x
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Tab. 1. Analiza kinetyki nieswoistej odpowiedzi immunologicznej w oparciu o wybrane wskazniki

L NBT stymulowany NBT spontaniczny Indeks fagocytarny % komorek Poziom lizozymu
baD;;enI}a % redukeji % redukeji IF fagocytujacych W surowicy w pg/ml
S K z S K Z S K Z S K VA S K Z
3. A 47 47 35 18 18 1,7 4,0 8,4 63 4 45 12,2 8,9 22,2
1. 81 40 74 40 15 32 7,8 4,2 1,3 68 7 56 38,8 6,4 29,5
11. A 42 61 50 17 36 8,1 4.1 1,8 56 6 59 12,2 6,4 50,5
15. 84 45 79 54 16 45 1,7 4,2 1,3 63 7 58 22,2 3.1 16,6
19. 81 44 17 58 18 46 7,0 43 8,0 62 5 59 22,2 6,4 8,9
23. T 46 64 49 17 29 5,9 4,2 6,2 74 6 54 22,2 6,4 22,2
21. 89 43 65 a7 18 33 5,2 4,1 5,8 74 6 58 22,2 3.1 12,2

Objasnienia: S — zwierzgta szczepione, K — zwierzeta kontrolne, Z — zwierzeta zakazone

ba. Z uwagi na jego nieobecno$¢ brak bylo réwniez
odpowiednio wyksztatconych zmian histopatologicz-
nych z wyjatkiem kilku przypadkow badanych w okre-
sie 7- 1 11-dniowym od momentu zakazenia, gdzie
mozna bylo dostrzec ogniskowe, niewielkie zmiany
w postaci nadmiernego rogowacenia i parakeratozy.
Wtosy i pochewki wlosowe nie byty uszkodzone
(ryc. 2).

W grupie zwierzat zakazonych Z stwierdzono nato-
miast wyrazne nasilenie zmian histopatologicznych
w postaci hyperkeratozy, parakeratozy oraz akantozy
naskorka szczeg6lnie w 7., 11. 1 15. dniu od momentu
zakazenia. Zaobserwowano réwniez obecno$¢ wyna-
czynien podnaskorkowych, naciekow komorek jedno-
jadrowych oraz wielojadrowych, tworzacych mikro-
ropnie oraz zropienia cebulek i pochewek wiosa.

Badanie mikologiczne. W grupie S obecnos¢ 3 ko-
lonii na 12 wklu¢ w 6. dniu inkubacji w materiale
pobranym z zeskrobin stwierdzono tylko 3. dnia od
momentu zakazenia. W pozostatych dniach nie stwier-
dzono obecnosci kolonii w zadnym przedziale czaso-
wym. W grupie Z stwierdzono wysoka intensywno$¢
wzrostu grzybaw 3., 7., 11., 15.1 19. dniu od momen-
tu zakazenia (12 kolonii na 12 wktu¢). W koncowym
okresie, tzn. 23.127. dnia ilo$¢ kolonii byta znacznie
mniejsza. W grupie K nie stwierdzono obecnosci ko-
lonii podczas catego badania.

Badania immunologiczne. Z analizy kinetyki nie-
swoistej odpowiedzi immunologicznej w poszczegol-
nych dniach wynika, ze w grupie zwierzat szczepio-
nych (S) zdolnos¢ redukcji (NBT spontaniczny) byta
najwigksza w 15. 1 19. dniu badania, a najnizsza w 3.
17. dniu. W grupie zwierzat kontrolnych (K) zdolnos¢
redukcji najwigksza byta 3., 19. 1 27. dnia badania
anajnizsza 7. dnia. W grupie zwierzat zakazonych (Z2)
zdolno$¢ redukcji byta najwigksza 19. dnia badania
anajmniejsza 3. dnia badania. W odniesieniu do NBT
stymulowanego najwyzszy poziom redukcji w gru-
pie zwierzat szczepionych (S) zanotowano 15. 1 27.
dnia badania, a najnizszy 3., 11. 1 23. dnia. W grupie
kontrolnej (K) najwyzszy p0210m redukc;ji stwierdzo-
no 3. dnia, a najnizszy poziom redukcji zauwazono

w 7. dniu badania. W grupie zwierzat zakazonych (Z)
najwyzszq zdolno$¢ redukcji stwierdzono 15. dnia,
a najnizsza 11. dnia. Poziom indeksu fagocytarnego
w grupie zwierzat szczepionych (S) najwyzszy byt
w 11. dniu badania, a najnizszy w 27. dniu. Z kolei
w grupie kontrolnej (K) najwyzszy poziom jego stwier-
dzono w 19. dniu badania, a najnizszy w 3. dniu.
W grupie zwierzat zakazonych (Z) najwyzszy poziom
indeksu fagocytarnego stwierdzono 3. dnia, a najniz-
szy 27. dnia badania. Liczba komorek fagocytujacych
w grupie zwierzat szczepionych (S) najwyzsza byla
w 23. 1 27. dniu badania, a najnizsza w 11. dniu.
Z kolei w grupie kontrolnej (K) najnizsza liczbg ko-
morek fagocytujacych zaobserwowano w 3 dniu, a naj-
wyzsza 7.115. dnia badania. W grupie zwierzat Z naj-
nizsza liczbe komorek fagocytujacych stwierdzono
3. dnia badania, a najwyzsza 11. 1 19. dnia badania.
Poziom lizozymu w grupie zwierzat szczepionych (S)
najwyzszy byl 7. dnia badania, a najnizszy 3.1 11. dnia.
Z kolei w grupie kontrolnej (K) najwyzszy poziom li-
zozymu wystapil 3. dnia, a najnizszy 15. 1 27. dnia.
Natomiast w grupie zwierzat Z najwyzszy poziom li-
zozymu zaobserwowano 11. dnia badania, a najnizszy
19. dnia.

Problemy pojawiajace si¢ przy zwalczaniu grzybic
skornych u zwierzat sktaniaja do zwrdcenia baczniej-
szej uwagi na mozliwosci 1 zarazem korzysci wynika-
jace ze stosowania immunopreparatéw. Pierwsze
szczepionki stanowiiy preparaty inaktywowane, nato-
miast lata pozniejsze przyniosty znaczny postep, po-
legajacy na wprowadzeniu szczepionek zawierajacych
zywe atenuowane szczepy dermatofitow (27). Szcze-
pionki monowalentne skuteczne sa jedynie w przypad-
kach infekcji patogenem homologicznym, natomiast
w zakazeniach heterologicznych ich efektywnos¢ jest
znikoma. Przeprowadzone badania daly mozliwos$¢
przesledzenia efektu zastosowania szczepionki prze-
ciwko zjadliwemu szczepowi Trichophyton mentagro-
phytes z jednoczesna obserwacja oparta na wynikach
badania makroskopowego, histopatologicznego oraz
mikologicznego. Analizie poddano proces ksztaltowa-
nia si¢ odpornosci w zakazeniu doswiadczalnym
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grzybica, po wczesniejszym zastosowaniu szczepion-
ki. Brak klinicznych objawéw grzybicy w grupie S
(zwierzgta szczepione) wiaze si¢ z wysoka odpor-
no$ciag immunologiczng w zwiazku z zastosowaniem
szczepionki Alopevac (29). Jest to szczepionka inak-
tywowana, zawierajaca w swym sktadzie wysoce im-
munogenny szczep Trichophyton mentagrophytes i Tri-
chophyton verrucosum, cechujaca si¢ dobrymi wiasci-
wosciami immunogennymi. Nalezy jednak zwrécié
uwage na mozliwo$¢ przetamania odpornosci przy
duzej dawce zakazajacej (11).

Badania nad odporno$cia w dermatomykozach zwie-
rzat 1 ludzi prowadzone byty przez wielu autorow (5,
18, 28, 30). Ocena wskaznikdw nieswoistej odpowie-
dzi immunologicznej wskazuje, Ze kinetyka ich wiaze
si¢ z przebiegiem oraz rozwojem grzybicy. Zasadni-
cza rol¢ w obronie oraz walce makroorganizmu z der-
matofitami odgrywa odporno$¢ typu komorkowego (3,
12,13,27), w odréznieniu od odpornosci humoralnej,
ktora nie jest brana pod uwage migdzy innymi ze
wzgledu na brak swoistosci i mozliwos¢ wystepowa-
nia reakcji krzyzowych (32). Wyraznie wyzsza podat-
no$¢ na wtorne infekcje grzybicze zaobserwowano
wsrod pacjentow, u ktorych testy wykonane in vivo
1 in vitro wskazywatly na staba odpowiedz typu ko-
morkowego (23). Wyrazny wzrost aktywnosci tleno-
wej granulocytow (NBT) w toku przeprowadzonych
badan wlasnych w grupie zwierzat szczepionych wy-
stapit w catym okresie przeprowadzonego badania. Mi-
nimalne wahania wartos$ci poziomu komérek reduku-
jacych moga wskazywaé na supresyjne oddziatywa-
nia grzyba. Wzrost poziomu lizozymu, procent komo-
rek fagocytujacych oraz indeksu fagocytarnego w toku
przeprowadzonych badan moze by¢ dowodem wska-
zujacym na udzial odpowiedzi komoérkowej oraz hu-
moralnej nieswoistej w zapobieganiu grzybicom skor-
nym. Potwierdzeniem badan wtasnych moga by¢ wyni-
ki osiagnigte przez innych autoréw w do§wiadczeniach
przeprowadzonych na myszach, szczurach, cielgtach,
oraz na $winkach morskich (3, 19). Brak grzybicy
w grupie zwierzat szczepionych przy zastosowaniu
okreslonej dawki zakazajacej wskazuje na celowos¢
stosowania szczepien profilaktycznych w zapobiega-
niu grzybicom skornym.
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