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Summary

During the years 1993-2005 232 dogs suspected of autoimmune mediated diseases (18 cases in years
1993-2001; 17 in 2002; 48 in 2003; 90 in 2004 and 59 in 2005) were examined. Detection of anti-erythrocyte
antibodies was performed on 213 vein blood samples using Coombs test. Antinuclear antibodies (ANA) were
estimated in 124 and circulating immune complexes (CIC) in 96 serum samples. In 13 cases immuno-
histochemical examination of skin or inner organ sections was done. The described methods were utilized
in the diagnosis and treatment monitoring of immune mediated hemolytic anemia (IMHA) and systemic
lupus erythematosus (SLE) cases. The frequency of positive results was estimated in clinically defined cases.

Over

71% SLE or SLE-suspected patients presented positive ANA results, and all of them had elevated

concentrations of CIC. In cases of IMHA/suspected IMHA, about 78% showed positive Coombs test while

IgG class titers mostly exceeded 1:640.
Keywords: IMHA, SLE, immunochemistry

Choroby z autoagresji stanowia stosunkowo niewiel-
ki odsetek przypadkow patologii wystepujacych
u psow, jednak cechuja si¢ dlugotrwalym przebiegiem
1 czgsto niepomyS$lnym rokowaniem (5, 9, 19). Jedna
z przyczyn sa ciagle niedostateczne mozliwosci pre-
cyzyjnego diagnozowania choroby, a co za tym idzie
— wdrozenia prawidlowego leczenia i jego monitoro-
wania. Wykorzystanie niektorych testow laboratoryj-
nych, takich jak: oznaczanie przeciwciat antyjadro-
wych (6, 14, 17), przeciwciat antyerytrocytarnych
(1-3, 12-15, 20) czy badanie histopatologiczne i im-
munoﬂuorescench ne wycinkéw skory 1 narzadoéw we-
wnetrznych (13, 18) zwigksza prawdopodobiefistwo
postaw1en1a wlasciwej diagnozy 1 utatwia oceng po-
prawnosci przebiegu leczenia.

Dlagnostyka chorob z autoagresji wystepujacych
u pséw zostala podjgta w Zakladzie Prewencji 1 Im-
munologii Weterynaryjnej w odpowiedzi na pytania

1 watpliwosci klinicystow, poszukujacych potwierdze-
nia diagnozy klinicznej 1 dobrania wtasciwego sposo-
bu leczenia pacjentow. Gtowna grupe pacjentéw sta-
nowily psy podejrzane o anemi¢ hemolityczna o pod-
tozu immunologicznym (IMHA, Immune Mediated
Haemolytic Anemia). Druga znaczaca grupe reprezen-
towaty psy wykazujace zmiany skorne — z ktorych
gléwne grupy stanowity psy z dlugo trwajacymi der-
matozami ze wskazaniem na alergiczne podtoze scho-
rzen, lub podejrzane o choroby pecherzowe. Kolejna
grupe stanowity psy wykazujace objawy gléwne 1 do-
datkowe tocznia uktadowego (SLE — Systemic Lupus
Erythematosus). Pozostate psy wykazywaly zmiany
narzadowe, szczegolnie niewydolno$¢ nerek, choroby
gatki ocznej, zapalenia wielostawowe 1 inne.

Od 1993 r. podjeto wykrywanie przeciwciat anty-
erytrocytarnych testem Coombsa w klasie 1gG, a tak-
ze skorne testy alergologiczne. Diagnostyka krazacych
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komplekséw immunologicznych (CIC, Circulating
Immune Complexes) byta sporadycznie prowadzona
od potowy lat 80. Od marca 2003 r. w tescie Coombsa
wykrywano przeciwciata klasy IgG 1 sktadnik C3 do-
pelniacza, a od pazdziernika 2004 r. przeciwciata kla-
sy IgG 11gM oraz sktadnik C3 dopetiacza jednoczes-
nie. Od listopada 2002 roku oznaczano obecno$¢ prze-
ciwcial antyjadrowych (ANA — Antinuclear Antibo-
dies) w surowicy. W tym samym czasie rozZpoczgto
identyfikacje zmian w wycinkach skory i narzadéw
wewngetrznych pséw metoda immunofluorescencji.

Celem niniejszego opracowania bylo podsumowa-
nie wynikéw kilku testéw diagnostycznych wykony-
wanych w Zaktadzie Prewencji i Immunologii Wete-
rynaryjnej w latach 1993-2005 w przypadkach pode;j-
rzenia chorob z autoagresji.

Materiat i metody

Material stanowity probki krwi pacjentéw z podejrzeniem
chorob z autoagresji, pochodzacych z klinik Wydzialu Me-
dycyny Weterynaryjnej, a takze prywatnych lecznic z Wroc-
lawia i poludniowo-zachodniej Polski. Przebadano 232 psy
(z tego w latach 1993-2001 18 osobnikéw; w roku 2002 —
17;2003 — 48; 2004 — 90; 2005 — 59). W kierunku obecnos-
ci przeciwciat antyerytrocytarnych zbadano 213 probek krwi
zylnej pobranej na antykoagulant. W surowicy przeprowa-
dzono badania na obecno$¢ przeciwciat antyjadrowychu 124
psow, a u 96 oznaczono obecnos¢ CIC.

W celu wykrycia przeciwciat autoreaktywnych wykona-
no tez badanie 12 skrawkow skory pobranej z granicy zmian
patologicznych podejrzewanych o choroby pecherzowe
i 1 wycinka nerki od psa z niewydolno$cia nerek w przebie-
gu zdiagnozowanego klinicznie i potwierdzonego obecnos-
cia przeciwcial antyjadrowych tocznia rumieniowatego.

Badania na obecno$¢ przeciwcial antyerytrocytarnych.
Przeciwciata antyerytrocytarne zwiazane z krwinkami pa-
cjentow wykrywano testem Coombsa (procedurg wzorowa-
no na stosowanej w Arbeitsgruppe Immunologie, Tierarztli-
che Hochschule Hannover, Niemcy). Probke krwi pobranej
na EDTA rozdzielano na dwie czeSci. Jedna inkubowano
w 37°C, druga w 4°C. Nastgpnie wirowano przy 1000 x g
przez 15 minut w temperaturze pokojowej, odrzucano war-
stwe leukocytow, a mase erytrocytow ptukano 3 x w PBS
(o temperaturze 37°C lub 4°C, odpowiednio). Nastgpnie spo-
rzadzano 2% zawiesing erytrocytéw z dodatkiem 2% suro-
wicy ptodowej cielecej (fetal calf serum, FCS, Serva). Na
mikroptytkach U (Nunc), w dwukrotnych powtdrzeniach
sporzadzano szeregi rozcienczen podwojnych (uprzednio in-
aktywowanych oraz wykazujacych brak aglutynacji z krwin-
kami zdrowych psow) surowic kozich anty-IgG, IgM i C3
dopetniacza (Immunology Consultants Laboratory, Inc.,
USA) od 1:10do 1 : 1280, w objetosci 15 pl/dotek. Do
kolejnych dotkéw nanoszono po 15 pl odpowiednio przygo-
towanej zawiesiny erytrocytow pacjenta. Inkubacj¢ prowa-
dzono w 37°C i 4°C, odczyt wykonywano po 2 godzinach,
po czym ptytke inkubowana w 37°C przenoszono do tempe-
ratury pokojowej. Odczyt potwierdzano po 18 godzinach
inkubacji. Aglutynacjg¢ oceniano jako bardzo silng (++++),
silng (+++), umiarkowang (++), staba (+) lub brak (-). Za
wynik dodatni uznawano reakcj¢ dodatnia (co najmniej +)
w rozcienczeniu 1 : 80 i wyzszym.
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Badania na obecno$§¢ przeciwcial antyjadrowych.
Obecnos¢ przeciwcial antyjadrowych (ANA — Antinuclear
Antibodies) klasy IgG w surowicy psow oznaczano metoda
immunofluorescencji, przy wykorzystaniu skrawkow watroby
szczura (metode zaadaptowano z Katedry i Kliniki Derma-
tologii, Wenerologii i Alergologii Akademii Medycznej we
Wroctawiu). Skrojone w kriostacie skrawki watroby szczu-
ra (6 um) umieszczano na szkietkach podstawowych i su-
szono w temperaturze pokojowej przez 2-18 godzin. Po wy-
suszeniu skrawki przechowywano do uzycia w temperatu-
rze —20°C, w eksykatorze. Przed wykonaniem testu szkietka
byly ekwilibrowane w temperaturze pokojowej przez 30
minut. Przygotowane w ten sposéb skrawki pokrywano su-
rowica badana w kolejnych rozcienczeniach podwojnych,
rozpoczynajac od 1 : 40 i inkubowano przez 60 minut
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie szkietka ptukano 3 x
15 minut PBS z dodatkiem 1% albuminy bydlecej. W kolej-
nym etapie preparaty inkubowano przez 60 minut z prze-
ciwciatami kozimi anty IgG psa (H+L), znakowanymi fluo-
resceing (Immunology Consultants Laboratory, Inc., USA).
Nastgpnie preparaty ptukano wg opisanej procedury i zamy-
kano w mieszaninie PBS : glicerol (1 : 1) pod szkietkiem
nakrywkowym. Jako kontrolg dodatnia stosowano pulg su-
rowic psow wykazujacych obecno$¢ przeciwcial antyjadro-
wych, jako kontrolg ujemna pul¢ surowic mtodych pséw nie
wykazujacych obecnosci ANA w surowicy. Obecnos¢ fluo-
rescencji jader komorek watrobowych oceniano w mikro-
skopie fluorescencyjnym Nikon Eclipse E400. Intensywno$é
fluorescencji oznaczano jako (+++) —silna; (++) —umiarko-
wana; (+) — staba; (—) brak. Za wynik dodatni uznawano re-
akcje na co najmniej (+) w rozciefczeniu 1 : 80.

Krazace kompleksy immunologiczne oznaczano wg Le-
vinson 1 Goldman (10, 11) z wykorzystaniem glikolu poli-
etylenowego (PEG 6000). Absorbancj¢ biatka oznacza-
no przy dtugosci fali 280 nm. Stgzenie CIC wyliczano ze
wzoru:

absorbancja przy 280 nm
4,284 mg/ml

Za wynik dodatni uznawano warto$ci absorbancji prze-
kraczajace 0,2, co odpowiada 0,047 mg/ml.

Badania immunohistochemiczne. Utrwalone w 10%
zbuforowanej formalinie wycinki skory lub narzadu opraco-
wywano wg standardowej procedury histopatologicznej, tj.
odwadniano w acetonie i przeswietlano w ksylenie, zatopio-
no w parafinowe bloczki i cigto na skrawki grubosci 5 pm
umieszczane na szkielku podstawowym. Nastgpnie skrawki
te odparafinowywano w ksylenie, uwadniano w malejacym
szeregu alkoholi i przeprowadzano do wody destylowane;.
Tak przygotowane skrawki inkubowano w roztworze PBS
zawierajacym 10% surowicy kroliczej przez 1 godzing. Po
zlaniu roztworu i osuszeniu nanoszono przeciwciata kozy
anty-IgG psa znakowane fluoresceing (Immunology Consul-
tants Laboratory, Inc., USA) rozcienczone PBS z dodatkiem
0,02% Tween-20 oraz 1% albuminy bydlgcej i inkubowano
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Preparat pluka-
no 3 x 5 minut w PBS z dodatkiem 0,02% Tween-20 oraz
1% albuminy bydlecej. Nastgpnie preparat osuszano i zale-
wano mieszaning PBS z gliceryna (60 : 40), naktadano szkiet-
ko nakrywkowe i oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym
Nikon Eclipse E400.

CIC=
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Tab. 1. Oznaczanie przeciwcial antyerytrocytarnych testem Coombsa

iki i wel W tym reakcje 8 s Reakcje . .
t Wymkl N przec1wc1q1 an- Zakres badania ‘(},odalnie l SLELG) !iodalme dodatnie vllobec ERLGL .dodatnle
yerytrocytarnych przedstawmnp () —miano = 1:80| WKasIeIOG | oo etniacza | W Klasie IgM
w tab. 1. Reakcja dodatnia w teécie n (%) 1) n (%) U1
Coombsa byta stwierdzana najczes- Anty-lgG 9 9
ciej w klasie IgG, co jest zgodne (38) (23,68) (23,68) i b
z danymi pis$miennictwa (3, 20), w tej Anty-Ig6 + C3 53 51 2
klasie wystgpowaty tez najwyzsze (129) (41,00) (39,53) (1,55) nb
miana (najwyzsze potwierdzone mia- | anty-gG + IgM + €3 20 15 2 3
noto 1: 10 240, ale w kilku przypad- (48) (41,67) (31,25) (4.17%) (6,25)
kach nie sprawdzano miana maksy- Razem 82/213 75/213 4477 3/48
malnego ze wzgledu na zbyt malq ob- (213) (38.,5) (35,21) (2,26) (6,25)

jetos$¢ uzyskanych krwinek, przyjmu-
jac warto$¢ maksymalna wykonanych
rozcienczen — 1 : 1280). W wigkszo$ci przypadkoéw
miano aglutynacyjne bylo o 1 rozcienczenie wyzsze
w temperaturze 4°C niz 37°C. Wynik pozytywny w kla-
sie IgG przy jednoczesnie negatywnej reakcji w ukta-
dach wykrywajacych IgM i1 C3 dopetniacza wskazuje
na rolg przeciwcial antyerytrocytarnych w patogene-
zie niedokrwisto$ci. W przypadkach niedokrwistosci
o charakterze pierwotnym (AIHA, Autoimmune He-
molytic Anemia) mozna spodziewac si¢ tez wysokie-
go miana przeciwciat. Jednoczesna reakcja w klasach
IgG + IgM moze wskazywac na wezesny etap procesu
autoagresji 1 wymaga ponownej kontroli. W przypad-
ku reakcji w uktadach IgG + C3, IgM + C3 czy IgG +
I[gM + C3, mozna oczekiwac procesu niezwigzanego
bezposrednio z przeciwciatami antyerytrocytarnymi,
a raczej stanu, w ktorym erytrocyty sa przejSciowo
uszkadzane w wyniku powinowactwa antygenu swo-
istego dla przeciwciat do blony komdrkowej erytrocy-
tow (prof. Wolfgang Leibold — informacja ustna). Spo-
$rod pacjentow badanych az 38,5% wykazato dodatni
wynik testu Coombsa, co potwierdza znaczaca rolg
reakcji z autoagresji w patogenezie niedokrwistosci
u psow. W prezentowanym materiale w 4 przypadkach
wystapita reakcja jednoczesnie w klasie IgG + C3,
w 2 przypadkach IgG + IgM + C3, a tylko w jednym
IgG + IgM. W obu ostatnich uktadach reakcje wyka-
zywaly wysokie miano (1 : 640 1 wyzsze).

W tab. 2 zamieszczono wyniki oznaczania przeciw-
cial antyerytrocytarnych, przeciwcial antyjadrowych
1 krazacych komplekséw immunologicznych u pséw
podzielonych na podstawie klinicznego rozpoznania
patologii.

W podziale grup przypadkow kierowano si¢ gtow-
nym rozpoznaniem/podejrzeniem, niekiedy jednak
trudno bylo jednoznacznie okresli¢ rodzaj schorzenia,
dlatego czgs$¢ przypadkoéw zostata zakwalifikowana do
dwoch kategorii jednocze$nie, np. niedokrwisto$¢ czgs-
to towarzyszyta nowotworom lub toczniowi rumienio-
watemu (4, 13, 16). Nalezy podkresli¢, ze w przypad-
kach zdiagnozowanych klinicznie jako IMHA/podej-
rzenie IMHA, u ponad 78% pacjentéw stwierdzono
dodatni wynik testu Coombsa, przy czym miana byly
w wigkszosci przypadkdéw wysokie (1 : 640 1 wyzsze).

Objasnienie: nb — nie badano

Tab. 2. Czesto$¢ wystepowania dodatnich wynikow testow
laboratoryjnych (liczba badanych/dodatnich (%)) w zdefinio-
wanych klinicznie stanach patologii psow

Diagnoza kliniczna Co.:;enfltlsa ANA cic
IMHA/podejrzenie IMHA (gg/gg) (3157,/269) (;3/12(13)
SLE/podejrzenie SLE (52{26) (71{23) (%?l)
Zmiany skdrne (2231,/851) (2;{%7) (65/:)
SR
Zapalenia wielostawowe (6141/299) (3161,/:6) (62{27)
|||

Jednoczes$nie tylko w szesciu na 17 przypadkow stwier-
dzono obecnos$¢ przeciwciat antyjadrowych (tab. 2).
Z kolei wsrdd pacjentow z toczniem uktadowym lub
jego podejrzeniem ponad 71% osobnikow wykazywato
obecnos¢ przeciwciat antyjadrowych, co daje czgstos$¢
wystepowania nieznacznie nizsza od opisywanej
w piSmiennictwie (8). Wszystkie psy z klinicznym roz-
poznaniem SLE (100%) wykazywaty podwyzszone
stezenia krazacych kompleksow immunologicznych
(nadwrazliwos$¢ typu III). Takze w przebiegu IMHA
bardzo wysoki odsetek pséw wykazywat podwyzszo-
ne wartosci krazacych komplekséw immunologicz-
nych (tab. 2).

Sposroéd wybranych stanow klinicznych najrzadziej
stwierdzano przeciwciata antyerytrocytarne w stanach
alergicznych i przy zmianach skornych. Przeciwciat
antyjadrowych nie stwierdzono ani u pséw alergikow,
ani u psOw z nowotworami, chociaz w pozniejszych
badaniach wtasnych, zgodnie z oczekiwaniem, stwier-
dzono obecnos¢ ANA u pséw z nowotworami. W wigk-
szo$ci przypadkéw chorob pecherzowych negatywny
wynik stwierdzano w zakresie wszystkich trzech pa-
rametréw przedstawionych w tab. 2, a jedynie bada-
nie immunofluorescencyjne skrawka skory pozwalato
na potwierdzenie diagnozy kliniczne;j.
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W przypadku psa o typowym obrazie klinicznym
choroby pecherzowej wykonano badanie immunohi-
stochemiczne wycinka skory pobranej z brzeznej czgs-
cizmian (ryc. 1). Lokalizacja autoreaktywnych immu-
noglobulin na granicy skory wiasciwej i naskorka po-
zwolifa na zdiagnozowanie pemphigoidu. U tego
samego psa nie wykryto ANA, a stezenie CIC miesci-
to si¢ w zakresie normalnym.

U psa poddanego eutanazji w okresie pogorszenia
(nlewydolnosc nerek) w przebiegu rozpoznanego kli-
nicznie tocznia rumlenlowatego z sﬂnq reakcja prze-
ciwcial antyjadrowych w surowicy, mianem przeciw-
ciat antyerytrocytarnych klasy IgG 1 : 640 i stezeniem
CIC 0,112 mg/ml wykonano badanie immunohistoche-
miczne nerki. Badanie to wykazato silne §wiecenie
ztogow komplekséw immunologicznych w komoérkach
kanalikow nerkowych (ryc. 2).

Uzyskane dotychczas wyniki wykazaty, Ze choroby
z autoagresji stanowig istotny problem w patologii
psow. Skianiaja do podejmowania dalszych badan na
wigkszej grupie pacjentow i potwierdzaja przydatnos¢
w diagnozowaniu chordb z autoagresji, jak i w moni-
torowaniu przebiegu leczenia.

Prowadzona w Zaktadzie diagnostyka jest podpo-
rzadkowana potrzebom klinicznym, niedosyt budzi
brak mozliwos$ci bardziej szczegotowego analizowa-
nia badanych przypadkéw (21). Istotna przyczyna jest
brak dofinansowania diagnostyki i jednocze$nie ogra-
niczone mozliwosci finansowe wiascicieli zwierzat.
Szczegolnie interesujace wydaje sig rozpoczgcie diag-
nostyki przeciwciat antyjadrowych w oparciu o komor-
ki HEp-2, a takze analiza przeciwciat przeciw wybra-
nym antygenom swoistym, co powinno zwigkszy¢
mozliwos$¢ réznicowania miedzy SLE a chorobami
SLE-podobnymi (6, 7). Zamierzamy takze wdrozy¢
serologiczna diagnostyke przeciwcial zwiazanych
z chorobami pgcherzowymi.
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