1616 Medycyna Wet. 2007, 63 (12)

Praca oryginalna Original paper
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Evaluation of lymphocyte subpopulations, phagocytic activity and oxygen metabolism of granulocytes
of rabbits infected with Trichophyton mentagrophytes and immunized against trichophytosis

Summary

The aim of the study was to evaluate the CD3, CD4, CD8, CD19, CD25 T lymphocyte subpopulations and
the state of granulocytes activity in the peripheral blood of rabbits infected with Trichophyton mentagrophytes
and immunized against trichophytosis by using the flow cytometry method. Our study revealed significant
suppression of non-specific cellular antimycotic immunity in rabbits during the development of fungal
lesions, which manifested a significant decrease in the phagocytic activity and oxygen metabolism of granulo-
cytes and the decrease of CD3, CD4 subpopulations and CD25 T lymphocytes. Simultaneously, the increase of
suppressor CD8 T cells and CD4/CD8 T-cells ratio were observed. The vaccine Alopevac can be used as an
effective vaccine against rabbit trichophytosis. Alopevac restored non-specific cellular antimycotic immunity

and proper CD4/CD8 T-cells ratio, which contributed to the effective elimination of fungal lesions.

Keywords: T. mentagrophytes

Leczenie i zwalczanie grzybicy skornej krolikow
w systemie chowu halowego przy uzyciu chemiotera-
peutykow jest trudne, pracochtonne i nie zawsze sku-
teczne. Brak efektow jest zwiazany z duza opornos$cia
spor grzyba na czynniki srodowiska 1 srodki odkaza-
jace oraz utrudnionym wnikaniem lekow przeciwgrzy-
bicznych w miejsce procesu chorobowego. Niektore
z tych lekow sa przy tym wysoce toksyczne i wywie-
raja dziatanie immunosupresyjne 1 teratogenne (16).
Najbardziej efektywna metoda zwalczania grzybicy
skornej krolikow w fermach, w ktorych choroba ta wy-
stgpuje stacjonarnie, jest swoista profilaktyka i tera-
pia przy uzyciu szczepionek (6, 7, 18). Racjonalne sto-
sowanie 1mmun0proﬁ1aktyk1 1 immunoterapii wyma-
ga znaj omosci mechanizmow, ktore warunkuja odpor-
no$¢ przeciwgrzybicza krolikow (16).

Celem badan byta ocena cytometryczna subpopula-
cji limfocytow zawierajacych czasteczki CD3, CD4,
CDS8, CD19 1 CD25 oraz aktywnos$ci fagocytarnej
1 metabolizmu tlenowego granulocytow krwi obwo-
dowej krolikow zakazonych doswiadczalnie Tricho-

phyton mentagrophytes, u ktérych zastosowano wak-
cynoterapig.

Materiat i metody

Zwierz¢ta doSwiadczalne. Badania wykonano na 24
krolikach rasy nowozelandzkiej w wieku 10 tygodni, po-
chodzacych z hodowli wolnej od grzybicy skornej. Zwie-
rzeta podzielono na dwie grupy do$wiadczalne (Grupa I,
ID) i grupe kontrolna (Grupa III) po 8 krolikow w kazde;.
Przed przystapieniem do doswiadczenia od krolikow po-
brano probki wlosow z roznych okolic ciata do mikolo-
gicznych badan hodowlanych. W zadnej z probek nie stwier-
dzono wzrostu dermatofitéw. Dodatkowo u zwierzat tych
wykonano testy skorne, do ktorych uzywano oczyszczonej
frakcji glikoproteinowej (Tm-GP) otrzymanej ze szczepu
T. mentagrophytes wedhug metody Wotoszyna i Uminskie-
go (17). U wszystkich krolikow testy skorne wypadly
ujemnie.

Do zakazenia eksperymentalnego uzyto zjadliwego
szczepu 1. mentagrophytes var. granulosum (Tm-K), wy-
izolowanego uprzednio od krolikéw z naturalng trychofi-
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toza (6). Kroliki zakazano, wcierajac uprzednio przygoto-
wana zawiesine o gestosci 10* cfu/ml w wystrzyzona i lek-
ko skaryfikowana skore przez 2 kolejne dni w okolicy to-
patki i uda po obu stronach ciala oraz na grzbiecie (lacznie
5 pol). Dzienna dawke wynoszaca 5 ml zawiesiny grzyba
podzielono na 5 czesci i weierano w skore kazdemu kroli-
kowi.

W okresie nasilonych zmian klinicznych (14. dzien po
zakazeniu) 8 krolikom (grupa I) podano leczniczo handlo-
wa szczepionke Alopevac domig$niowo dwukrotnie w od-
stegpach 10 dni w dawce 1 ml. Pozostate 8 krolikéw zaka-
zonych eksperymentalnie, nie poddanych szczepieniu sta-
nowilo pozytywna grupe kontrolna (grupa II). Negatywna
grupe kontrolna (grupa III) stanowito 8 krolikow zdrowych,
nie zakazonych i nie immunizowanych.

Zwierzeta grup doswiadczalnych i grupy kontrolnej pod-
dano obserwacji, w czasie ktorej przesledzono dynamike
procesu chorobowego i okreslono profil odpowiedzi im-
munologicznej w przebiegu eksperymentalnego zakazenia
T mentagrophytes oraz u zwierzat zakazonych i poddanych
wakcynoterapii. Odpowiedz immunologiczng okre§lono za
pomoca wymienionych ponizej testow, ktore wykonywano
w 0., 14.,24.,34.141. dniu po zakazeniu. Uzyskane wyni-
ki badan poddano analizie statystycznej stosujac test t-Stu-
denta.

Szczepionka. W badaniach uzyto handlowej szczepion-
ki inaktywowanej Alopevac produkcji Putawskich Zakta-
dow Przemystu Bioweterynaryjnego, zaw1eraJ acej wysoce
immunogenny szczep 1. mentagrophytes 1 T. verrucosum,
stosowanej w leczeniu i zapobieganiu trychofitozie lisow.
Biopreparat ten posiada rowniez dobre wlasciwosci tera-
peutyczne oraz ochronne przeciwko trychofitozie krolikow
(6, 7).

OKkreslenie czasteczek powierzchniowych CD3, CD4,
CD8, CD19 i CD25 na limfocytach. Badania wykonano
metoda cytometrii przeptywowej, stosujac dwustopniowe
znakowanie komorek. W pierwszym etapie uzyto mysich
przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko cza-
steczkom powierzchniowym CD3, CD4, CDS§, CD19
1 CD25 obecnym na limfocytach cztowieka, za$§ w drugim
przeciwciat kroliczych znakowanych FITC skierowanych
przeciwko mysiej IgG (Serotec Immunological Excellence
Oxford, England). Oznaczenia wykonano zgodnie z zata-
czona do zestawow przeciwcial procedura.

Okreslenie aktywno$ci fagocytarnej granulocytow.
Aktywno$¢ fagocytarna granulocytow okreslono metoda cy-
tometrii przeplywowej, uzywajac komercyjnego zestawu
Phagotest (Orpegon Pharma, Heidelberg, F.R.G.), zaadap-
towanego do metody cytometrii przeptywowej. Oznacze-
nia wykonano wedtug zataczonej instrukcji producenta
testu.

Okreslenie aktywnoS$ci metabolizmu tlenowego gra-
nulocytéw. Metabolizm tlenowy granulocytow okre§lono
przy uzyciu komercyjnego zestawu Bursttest (Orpegon
Pharma, Heidelberg, F.R.G.) zaadaptowanego do metody
cytometrii przeptywowej. Oznaczenia wykonano wedlug
zalaczonej instrukcji producenta testu. Odsetek pobudzo-
nych komorek zdolnych do produkcji metabolitow tleno-
wych okre§lono przy pomocy przeksztatconego modelu
DHR (dihydrorhodamine) 123 w R 123.
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Ryec. 1. Stosunek limfocytéow CD4 : CD8 we krwi obwodowej
u krolikow zakazonych do$wiadczalnie 7. mentagrophytes
i poddanych wakcynoterapii (x £ SD)

Wyniki i omowienie

Wyniki obserwacji klinicznych i badan mikolo-
gicznych. Objawy kliniczne u krélikéw zakazonych
doswiadczalnie w postaci przekrwienia, obrzeku sko-
ry oraz luszczenia si¢ naskorka w miejscu inokulacji
T. mentagrophytes pojawialy si¢ pomigdzy 6.-8. dniem
po zakazeniu. Dopiero w 12.-14. dniu tworzyly si¢ pg-
cherzykl 1r6znej grubosci strupy koloru szarozottego,
pozniej azbestowego, ktore pokrywaly cale ogniska
1 byly zawsze ograniczone do strefy zakazenia. Strupy
te po kilku dniach samoistnie odklejaty si¢ i odpadaty,
odstaniajac zdrowy naskorek. U krolikow zakazonych
1 mentagrophytes i poddanych wakcynoterapii zmia-
ny chorobowe zanikaty migdzy 24. a 34. dniem, nato-
miast u zwierzat tylko zakazonych zanikaty one poz-
niej, tj. pomigdzy 34. a 41. dniem po infekcji, co ma-
nifestowato si¢ tuszczeniem i odpadaniem strupow.
U krolikow grupy I dodatnie wyniki mikologicznych
badan hodowlanych uzyskano do 24. dnia wiacznie.
W 34. 1 41. dniu obserwacji wyniki posiewoéw od
wszystkich krolikow byty negatywne. Natomiast u kro-
likow grupy II badaniem hodowlanym obecnos$¢
1. mentagrophytes w ogniskach chorobowych wyka-
zano pomigdzy 8. a 34. dniem od zakazenia 1 dopiero
w ostatnim terminie badah wyniki posiewéw od
wszystkich krolikow byly negatywne. U zwierzat
grupy kontrolnej nie obserwowano zadnych objawow
chorobowych, a wyniki badan hodowlanych wypadty
negatywnie we wszystkich terminach.

Wyniki badan immunologicznych. Przed zakaze-
niem (dzien 0.) aktywno$¢ fagocytarna granulocytow
we wszystkich grupach zwierzat byta zblizona (ryc. 2).
W 14. dniu w grupach zwierzat zakazonych ekspery-
mentalnie 7 mentagrophytes (grupa 1 11I) odsetek ko-
morek fagocytujacych ulegat statystycznie istotnemu

spadkowi tak w odniesieniu do warto$ci wyjsciowych,
jak 1 grupy kontrolnej 1 byly to najnizsze jego srednie
warto$ci w toku calego doswiadczenia. Po tym czasie
odsetek komorek fagocytujacych u krolikow grupy 1
i1l ulegat stopniowemu i statystycznie istotnemu wzro-
stowi i w 41. dniu obserwacji stwierdzono najwyzsze
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Ryc. 2. Cytometryczna analiza aktywnoSci fagocytarnej gra-
nulocytéw (% komérek fagocytujacych) w krwi obwodowej
u krolikéw zakazonych doSwiadczalnie 7. mentagrophytes
i poddanych wakcynoterapii (x + SD)

Objasnienia: A — rdznice statystycznie istotne pomiedzy grupa
doswiadczalna (1) a kontrola (III) (a < 0,01); a — réznice statys-
tycznie istotne pomigdzy grupa doswiadczalna (I) a kontrola (I1T)
(a = 0,05); B — roznice statystycznie istotne pomigdzy grupa
doswiadczalna (1) a kontrola (III) (o < 0,01); b —réznice statys-
tycznie istotne pomigdzy grupa doswiadczalna (1) a kontrola (I11)
(a = 0,05); C —roznice statystycznie istotne pomiedzy kolejny-
mi pobraniami a dniem ,,0” (& < 0,01); ¢ — r6znice statystycznie
istotne pomigdzy kolejnymi pobraniami a dniem ,,0” (& < 0,05)

jego srednie warto$ci. W tym czasie ustapity juz obja-
wy kliniczne trichofitozy, a wyniki badan mikologicz-
nych byly ujemne.

Podobnie w dniu rozpoczgcia badan $rednie war-
tosci kanatu fluorescencji w grupie doSwiadczalne;
byty zblizone do kontroli (ryc. 3). Srednie wartosci
kanatu fluorescencji w grupie I i II oznaczone w 14.
dniu po zakazeniu do$§wiadczalnym 7. mentagrophy-
tes bylty najnizsze (p < 0,01) w toku calego doswiad-
czenia tak w stosunku do wartosci wyjsciowych, jak
1 grupy kontrolnej. W kolejnych terminach oznaczen
sredni kanat fluorescencji w grupach zwierzat doswiad-
czalnych ulegat stopniowemu i istotnemu wzrostowi
1 w ostatnim terminie oznaczen stwierdzono najwyz-
sze jego $rednie warto$ci. U krolikow w grupie kon-

Ryc. 3. Cytometryczna analiza aktywnoSci fagocytarnej gra-
nulocytéw (Sredni kanal fluorescencji) w krwi obwodowej
u krolikéw zakazonych doSwiadczalnie 7. mentagrophytes
i poddanych wakcynoterapii (x + SD)

Objasnienia: jak na ryc. 2.

trolnej $rednie warto$ci odsetka komorek fagocytuja-
cych oraz §redni kanat fluorescencji utrzymywaty sie
na poziomie zblizonym do wyjsciowego przez caly
okres obserwacji.

Z danych na ryc. 4 wynika, ze w dniu rozpoczgcia
badan odsetek komoérek pobudzonych po aktywacji
E. coli byl zblizony we wszystkich trzech grupach kré-
likow. U krolikow zakazonych doswiadczalnie 7. men-
tagrophytes (grupa I 1 II) istotny (p < 0,01) wzrost
odsetka komoérek pobudzonych nastapit w 14. dniu, tj.
w okresie w pelni rozwinigtych objawdw klinicznych
trychofitozy. W przypadku krolikow grupy II byty to
maksymalne wskazniki komdrek pobudzonych w toku
calego doswiadczenia. Po tym czasie w grupie kroli-
kéw tylko zakazonych do$wiadczalnie 7 mentagro-
phytes (grupa II) nastgpowat stopniowy spadek odset-
ka komoérek pobudzonych, lecz do konca badan jego
srednie wartosci byly istotnie wyzsze w poréwnaniu
z grupa kontrolng (p < 0,05). Natomiast u krolikow
zakazonych T. mentagrophytes i poddanych wakcyno-
terapii (grupa I) w 24. dniu stwierdzono dalszy wzrost
odsetka komorek pobudzonych 1 w kolejnym terminie
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Ryc. 4. Ocena metabolizmu tlenowego granulocytéow (% ko-
moérek pobudzonych) w krwi obwodowej po aktywacji E. coli
u krolikéw zakazonych doSwiadczalnie 7. mentagrophytes
i poddanych wakcynoterapii (x + SD)

Objasnienia: jak na ryc. 2.

Ryc. 5. Ocena metabolizmu tlenowego granulocytéow (Sredni
kanal fluorescencji) we krwi obwodowej po aktywacji E. coli
u krolikéw zakazonych doSwiadczalnie 7. mentagrophytes
i poddanych wakcynoterapii (x + SD)

Objasnienia: jak na ryc. 2.
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oznaczen obserwowano jego najwyzsze wartosci
w toku calego doswiadczenia. W ostatnim dniu badan
odsetek komorek pobudzonych ulegt wyraznemu spad-
kowi, lecz jego $rednie wartosci byly istotnie wyzsze
w poréwnaniu do wartosci poczatkowej (p < 0,01)
oraz grupy kontrolnej (p < 0,01).

Przed zakazeniem rowniez $redni kanat fluorescen-
cji we wszystkich badanych grupach zwierzat byt zbli-
zony (ryc. 5). W grupach krolikow zakazonych do-
$wiadczalnie T mentagrophytes (grupa I i II) najniz-
sze 1 statystycznie istotne Srednie warto$ci kanatu fluo-
rescencji w ciagu catego doswiadczenia stwierdzono
w 14. dniu. Od 24. dnia w grupach doswiadczalnych
(grupa I11I) notowano stopniowy i statystycznie istot-
ny wzrost Sredniego kanatu fluorescencjii w 41. dniu
stwierdzono najwyzsze jego warto$ci tak w odniesie-
niu do warto$ci wyjsSciowej, jak 1 grupy kontrolne;.
Jednakze $rednie warto$ci kanatu fluorescencji u kro-
likow zakazonych i poddanych wakcynoterapii byty
wyraznie wyzsze w porownaniu do zwierzat tylko za-
kazonych T. mentagrophytes. U krolikow w grupie
kontrolnej zard6wno odsetek komorek pobudzonych,
jak 1 $rednie wartosci kanatu fluorescencji utrzymy-
waly si¢ na poziomie zblizonym do wyjsciowego przez
caly okres obserwacji.

Cytometryczna analize subpopulacji limfocytow
CD3, CD4, CD8, CD19 1 CD25 oraz stosunek limfo-
cytow CD4 do CDS8 ilustruje tab. 1 oraz ryc. 1. U kro-
likow grupy 111 w 14. dniu po do§wiadczalnym zaka-
zeniu 1. mentagrophytes nastapit istotny spadek od-
setka limfocytow CD3 w porownaniu do wartosci
wyjsciowej oraz grupy kontrolnej, a jego $rednie war-
tosci byly najnizsze w toku catego doswiadczenia.
W kolejnym dniu badan w obu grupach doswiadczal-
nych nastgpowat wzrost odsetka limfocytow CD3,
a jego Srednie warto$ci byly zblizone do warto$ci wyj-
sciowych oraz grupy kontrolnej. U krolikow tylko za-
kazonych T mentagrophytes (grupa II) odsetek limfo-
cytow CD3 na zblizonym do poprzedniego poziomie
utrzymywat si¢ do 34. dnia obserwacji i dopiero
w ostatnim terminie oznaczen osiagal najwyzsze war-
tosci w toku catego doswiadczenia. Natomiast u kro-
likow zakazonych 1 poddanych wakcynoterapii (gru-
pa I) maksymalne $rednie wartosci odsetka limfocy-
tow CD3 notowano w 34. dniu badan (10. dzien po II
dawce szczepionki) 1 mniej wigcej na tym poziomie
utrzymywaly si¢ one do kofica obserwacji. W grupie
kontrolnej odsetek limfocytow CD3 utrzymywat sig
z niewielkimi odchyleniami na tym samym poziomie
przez caly okres obserwacji.

W dniu rozpoczgcia badan odsetek limfocytow CD4
we wszystkich badanych grupach zwierzat byt podob-
ny (tab. 1). W kolejnym terminie oznaczen u krélikéw
zakazonych T. mentagrophytes (grupa I 1 I1) notowano
najwyzszy 1 statystycznie istotny (p < 0,01) spadek
odsetka limfocytow CD4 tak w odniesieniu do war-
tosci wyjsciowych, jak i grupy kontrolnej. W kolej-
nych terminach oznaczen w obu grupach doswiadczal-
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Tab. 1. Odsetek limfocytow CD3, CD4, CDS8, CD19 i CD25
w krwi obwodowej u krolikow zakazonych do$wiadczalnie
T. mentagrophytes i poddanych wakcynoterapii (X + SD)

Dzied | Grupa | CD3 | cD4 | cD8 | CD19 | cD25
Gupat | 96 | 382 | 157 4,7 18,7
©25) | £21) | £15) | £25) | (£33)

580 | 374 | 143 5,2 7.8

0 JGupalll (3%) | (£21) | (£13) | (£26) | (29)
574 | 384 | 14,9 5,9 49,4

Gropallt) o a1) | 1.8) | (c17) | (28 | (1.9
Gruna | 47,6AC | 30,9AC | 19,0AC | 1 4AC | 24 3AC

p ®15 | 1,1) | 15 | 07) | 1.2

14 | Grupa n 46,98.C | 29,18.C | 2078C | 158C | 16,88°C
T @21) | 219 | 13) | ©02) | (£18)

591 | 391 | 14,2 53 18,1

Gropalll) (22) | (x3.4) | (£1.2) | (£1.3) | (£24)
Gruoa | 58,9 39,3 14,5 8,8AC | 583AC

n ®3,2) | (£1,9) | 1,5 | 1,4) | (£4,4)

57,4 35,3 16,80:C | 2,98.C 50,1

24 | Grupall | o) | w21) | (£1.3) | (£11) | (£1.8)
584 | 381 | 143 4,9 47,8

Gropall) (. 28) | (£3.9) | (£24) | (£1.2) | (£2.)
Gruna | 64,5A.C 40,8 14,1 6,72.C | 68,8A.C

all . 25) | (£39) | £15) | 09 | («26)

59,1 37,9 15,8 2,58.C 58,18

34 1 Grunalll o) | (£29) | (£13) | (£1.1) | 2.7)
570 | 370 | 154 5,6 49,3

Gropall) (,34) | (£28) | (£27) | (0,9 | (£3.2)
Gruoa | 63,58¢ | 43,82.C 13,9¢ 6,7A.C | 68,8AC

all . 25) | (£3.9) | £15) | (09) | («26)

62,1b 40,2 14,3 4,5 62,18:C

A Gl 22) | (£2.9) | (£13) | (£1.1) | (2.7)
582 | 388 | 155 4,9 48,5

Gropalll) (. 29) | (£25) | (£3.2) | (£0.6) | (x25)

Objasnienia: jak na ryc. 2.

nych odsetek limfocytow CD4 ulegat stopniowemu
wzrostowi i w ostatnim dniu badan obserwowano jego
najwyzsze Srednie warto$ci w toku catej obserwacji.
W grupie krolikow zakazonych i poddanych wakcy-
noterapii roznice te byty istotne tak w odniesieniu do
wartos$ci poczatkowej (p < 0,01), jak i1 grupy kontrol-
nej (p < 0,05). Natomiast §rednie wartosci limfocy-
tow CD8 u krolikéw doswiadczalnych grupa I 1 1)
w 14. dniu po zakazeniu byly najwyzsze w toku cate;
obserwacji 1 istotnie (p < 0,01) wyzsze w poroOwnaniu
do wartosci wyjsciowych oraz grupy kontrolnej. Od
24. dnia odsetek limfocytoéw CD8 u zwierzat grup do-
Swiadczalnych ulega1 stopniowemu spadkowi i w ostat-
nim dniu oznaczen jego $rednie wartosci u krolikow
grupy I byly istotnie (p < 0,05) nizsze od wyjscio-
wych, natomiast u krolikow grupy II zblizone do wyj-
sciowych i grupy kontrolne;.

Stosunek limfocytow CD4 do CD8 u krolikow grup
doswiadczalnych byl najnizszy w toku calego do§wiad-
czenia w 14. dniu po zakazeniu 7. mentagrophytes
1 wynosil kolejno 1,5 1 1,4. Natomiast w grupie kon-
trolnej w tym samym terminie oznaczen stosunek ten
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wynosit 2,7 (ryc. 1). Po tym czasie w grupach zwie-
rzat doswiadczalnych stosunek limfocytéw CD4 do
CD8 stopniowo wzrastal, osiagajac najwyzsze wartos-
ci (3,2 grupa 11 2,8 grupa II) w ostatnim dniu badan.
U kroélikéw grupy kontrolnej zaréwno odsetek limfo-
cytow CD4 i CDS, jak i stosunek CD4 do CD8 utrzy-
mywat SlQ w toku calego doswiadczenia na zblizonym
do wyjsciowego poziomie.

Wyniki odsetka limfocytow CD19 ilustruje tab. 1.
Stwierdzono, ze najnizszy odsetek limfocytow CD19
u krolikéw doswiadczalnych wystepowat w 14. dniu
po zakazeniu tak w odniesieniu do wartosci poczatko-
wych, jak i grupy kontrolnej. Po tym czasie obserwo-

wano istotny wzrost odsetka limfocytow CD19 w obu
grupach do$wiadczalnych, z tym, ze w grupie I jego
$rednie warto$ci byly do konca obserwacji istotnie
wyzsze od warto$ci poczatkowej oraz grupy kontrol-
nej. Natomiast w grupie kontrolnej odsetek limfo-
cytow CD19 utrzymywat si¢ z niewielkimi odchyle-
niami na tym samym poziomie przez caty okres ob-
serwacji.

Z danych tab. 1 wynika, ze odsetek limfocytow
CD25 u zwierzat doswiadczalnych osiagal najnizsze
srednie warto$ci w okresie w peini rozwiniqtych Zzmian
grzybiczych (14 dzien po zakazeniu) i r6znice te byly
istotne w porownaniu do warto$ci wyjsciowej i grupy
kontrolnej. Po tym czasie w obu grupach doswiadczal-
nych nastgpowal istotny wzrost odsetka limfocytow
CD25 1 w 41. dniu osiagal on warto$ci maksymalne,
z tym, ze w grupie [ wartosci te byly wyraznie wyzsze
w poréwnaniu do grupy II. Natomiast w grupie kon-
trolnej odsetek limfocytow CD25 utrzymywatl si¢ na
zblizonym poziomie w ciagu catego doswiadczenia.

W profilaktyce i terapii grzybic skornych najlepsze
efekty uzyskuje si¢ po zastosowaniu swoistych bio-
preparatdw, co potwierdzaja prezentowane wyniki ba-
dan wiasnych, ktore dotycza leczenia trychofitozy
u miodych krolikow zakazonych do§wiadczalnie
T. mentagrophytes przy uzyciu szczepionki Alopevac
(6,7,12,13,15, 18). Do oceny stanu czynnosciowego
granulocytow oraz zachowania si¢ subpopulacji lim-
focytow T i1 B u krolikow zakazonych doswiadczalnie
1. mentagrophytes i poddanych wakcynoterapii zosta-
fa uzyta metoda cytometrii przeptywowej (3, 16).
Stwierdzono, Ze kinetyka ksztattowania si¢ odpowie-
dzi immunologicznej u krolikow zakazonych 7. men-
tagrophytes byta zwiazana z obecnos$cia klinicznych
objawow choroby. Statystycznie istotny spadek aktyw-
nos$ci fagocytarnej i bojczej granulocytéw oraz odset-
ka limfocytow o fenotypie CD3, CD4 i CD25 u kroli-
kéw w okresie w petni rozwinigtych objawow klinicz-
nych $§wiadczy o supresji odpornosci komorkowej wy-
wotanej wzrostem odsetka limfocytow supresorowych
TCD8", przesunigciem profilu immunologicznego na
korzy$¢ komoérek Th2 oraz niewtasciwym stosunkiem
limfocytéw CD4 : CD8, a takze obecnos'ciq grzyba
W zmienionej chorobowo skorze i jego bezposrednim
hamujacym wptywem na limfocyty pomocnicze Thl
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wytwarzajace cytokiny biorace udzial we wspomaga-
niu swoistej odpornosci komoérkowe;j (1, 2, 5, 8).

W okresie samoistnego ustepowania zmian grzybi-
czych w grupie krolikow tylko zakazonych 7. menta-
grophytes wystgpowata do$¢ Scista korelacja pomig-
dzy wielko$cia odsetka i wzajemnej proporcji limfo-
cytow TCD4" 1 CDS oraz odsetka limfocytow TCD4*
posiadajacych czasteczkg¢ powierzchniowa CD25".
Mozna sadzi¢, ze aktywacja limfocytow przez swo-
isty antygen jest bezposrednim dowodem, ze samoist-
ne ustgpowanie zmian grzybiczych u krolikow zwia-
zane jest z nasileniem si¢ swoistej odpowiedzi komor-
kowej, ktora jest stymulowana przez immunologicz-
ne mechanizmy systemowe. Stymulowane przez
T. mentagrophytes mechanizmy obronne typu komor-
kowego przyczyniaja si¢ do eliminacji zdolnych do na-
mnazania elementow grzybiczych ze skory i w efek-
cie do wygasnigcia czynnego procesu chorobowego
(5, 10, 19).

U krolikow zakazonych doswiadczalnie 7. menta-
grophytes zastosowanie wakcynoterapii w okresie naj-
bardziej nasilonych zmian grzybiczych spowodowato
szybsze zanikanie klinicznych objawéw 1 wygasanie
trychofitozy w poréwnaniu do zwierzat tylko zakazo-
nych T. mentagrophytes (grupa II). Aplikacja szcze-
pionki Alopevac krolikom grupy I spowodowata istot-
ny wzrost wskaznikéw aktywnosci fagocytarnej i me-
tabolizmu tlenowego granulocytéw w poréwnaniu do
zwierzat grupy Il oraz kontroli, co $wiadczy o silnej
stymulacji komorkowych mechanizméw odpornosci
nieswoistej. Procent komorek fagocytujacych lub po-
budzonych oraz wartosci sredniego kanatu fluorescen-
cjiu krolikow zakazonych i poddanych wakcynotera-
pii utrzymywaty si¢ na wyzszym w poréwnaniu do
krolikow tylko zakazonych 7. mentagrophytes pozio-
mie w kazdym terminie badan, co wskazuje na induk-
cje odpowiedzi uktadowej. W ostatnim dniu badan
stwierdzono najwyzsze wskazniki aktywnosci fago-
cytarnej i metabolizmu tlenowego w toku catego do-
$wiadczenia. W tym samym terminie oznaczen zano-
towano natomiast najnizszy 1 istotny spadek odsetka
limfocyt()w TCD8". Mozna przypuszczac, ze okres
wygasania procesu chorobowego jest zwiazany z roz-
wojem swoistej odpornosci komoérkowej uwarunko-
wanej dominacja limfocytow typu CD4" (Thl) i zwigk-
szonego stosunku limfocytow CD4 : CD8 (9, 11, 14,
16).

Uzyta w badaniach wtasnych inaktywowana szcze-
pionka Alopevac uruchamiata gléwnie komorkowa
odpowiedz immunologiczna typu Thl, o czym $wiad-
czy istotny wzrost w grupie krolikow zakazonych
1 poddanych wakcynoterapii odsetka limfocytéw T po-
siadajacych czasteczke CD3, CD4 i CD25 oraz sto-
sunku limfocytow TCD4* do TCD8" w poréwnaniu
do krolikow tylko zakazonych 7. mentagrophytes. Dane
te stanowia potwierdzenie opinii wielu autorow, iz
pozadana cecha szczepionki przeciwgrzybiczej po jej
zastosowaniu jest uruchomienie gtdéwnie odpornosci
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komorkowej zwigzanej z rozwojem profilu Th1, w sta-
bym natomiast stopniu indukowanie odpowiedzi hu-
moralnej (4, 14, 16).

Wzrost wskaznikow odpornosci komérkowej u kro-
likow grupy I nastgpowal juz w trakcie stosowania
wakcynoterapii, z tym ze uzyskane w tym czasie war-
tosci byly istotnie nizsze niz w okresie zdrowienia i w
pierwszych dniach po wyleczeniu trychofitozy. Moz-
na sqdzic’ ze aplikacja szczepionki Alopevac zawie-
rajacej wysoce immunogenne szczepy . mentagrophy-
tes 1 T. verucosum spowodowala zniesienie stanu im-
munosupresji u krolikow z doswiadczalng trychofito-
za w wyniku aktywacji limfocytow Thl warunkuja-
cych rozwoj protekcyjnej odpornosci przeciwgrzybi-
czej. W momencie zanikania klinicznych objawow
choroby oraz catkowitego wyleczenia $rednie war-
tosci limfocytow CD4 1 CD25 osiagaty najwyzsze war-
tosci przez caty okres prowadzonej obserwacji. Fakt
ten mozna thumaczy¢ eliminacja z ognisk chorobowych
grzyba wywierajacego hamujacy wptyw na swoista ko-
morkowa odpowiedZ immunologiczna oraz domina-
cja w tym czasie profilu immunologicznego typu Thl
(najwyzszy odsetek limfocytow CD4").

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze w przebiegu do-
swiadczalnej trychofitozy krolikéw dochodzi do su-
presji komorkowych mechanizméw odpornosci nie-
swoistej 1 swoistej, na co wskazuje spadek aktywnos-
ci fagocytarnej 1 metabolizmu tlenowego granulocy-
tow, limfocytow CD3, CD4 1 CD25 przy jednoczesnym
wzro$cie odsetka limfocytow supresorowych CD8
w okresie w petni rozwinigtych objawow klinicznych
W terapii trychofitozy krélikow celem przywrocenia
zaburzonych mechanizmow odpornosci przeciwgrzy-
biczej i przyspieszenia ustgpowania zmian grzybiczych
z powodzeniem moze by¢ stosowana szczepionka Alo-
pevac.
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