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Ocena zmian patomorfologicznych skory
Swinek morskich leczonych itrakonazolem
po zakazeniu grzybem Trichophyton mentagrophytes
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Estimation of pathomorphological skin changes in guinea pigs after itraconazole treatment
during infection with Trichophyton mentagrophytes

Summary

The aim of the research was to investigate the possibility of using oral medicines for the treatment of
animals with skin mycoses. The administration of oral azole antifungal Itraconazole was conducted on guinea
pigs. In the light microscopy investigation during treatment of guinea pigs with Itraconazole, mycelium were
not observed 4 days after the time of the administration of the drug, both in the stratum corneum of the
epidermis and in hair sheaths. Neither was mycelium confirmed in the subcutaneous layer. Only parakeratose,
hyperkeratose was observed, as well as a small degree of akantose. The investigation with the use scanning
microscope made it possible to additionally affirm the presence on the top of scraps of spherical forms the
accumulations of drops of fat which is characteristic for azole antifungals. The administration of oral azole
antifungal causes the rapid regression of pathological changes in the deep layers of the skin. Therapy of this

type can be useful in veterinary medicine.
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Wzrost infekcji grzybiczych na przestrzeni ostatnich
lat powoduje znaczne zainteresowanie lekami prze-
ciwgrzybiczymi stosowanyrnl w infekcjach skornych
Obserwowany zarowno w Polsce, jak 1 na catym Swie-
cie wyrazny wzrost grzybic skornych wymaga poszu-
kiwania lekow coraz bardziej skutecznych. Leki sto-
sowane w terapil miejscowej oraz ogdlnej charak-
teryzuja si¢ szerokim spektrum dziatania, wysoka
skutecznos$cia 1 duzym bezpieczenstwem stosowania.
Decyzja o stosowaniu leczenia doustnego u zwierzat
powinna uwzglednia¢ doktadna analizg procesu cho-
robowego, charakter zmian oraz jego nasilenie. Istot-
na kwestia jest mozliwo$¢ penetracji leku w gtab sko-
ry do miejsca ogniska chorobowego. Wady i zalety
wynikajace ze stosowania lekow miejscowych oraz
doustnych zostaly opisane przez Degreef (4). Zalety
w stosowaniu lekow doustnych nie tylko u zwierzat
doswiadczalnych wiaza si¢ z rozlegtym przenikaniem
przez skore, ktora jest niemal zawsze nieodtaczna prze-
szkoda w stosowaniu lekdw miejscowych w przypad-
ku uszkodzen o duzym nasileniu (6). Czynnikiem de-
cydujacym o wyborze pomigdzy miejscowym a do-
ustnym leczeniem pozostaje zawsze skuteczno$¢ w sto-
sowaniu zaplanowanego leczenia, a to z kolei zalezy
od rodzaju uzytego leku oraz jego biodostepnosci.

Celem badan byta ocena zmian patomorfologicznych
skory u $winek morskich zakazonych grzybem Tricho-
phyton mentagrophytes 1 poddanych leczeniu Itrako-
nazolem (Orungal prod. Janssen Pharmaceutica N.V.,
Belgia).

Materiat i metody

Doswiadczenie wykonano u 51 $§winek morskich o ma-
sie ciala 300-350 g. Poddano je depilacji w okolicy prawe-
go podudzia. Inokulacji w grupie L (zwierzgta przeznaczo-
ne do leczenia, 21 szt.) dokonano zawiesing grzyba Tri-
chophyton mentagrophytes var. 58 w dawce 8 x 10° ml!
(cfu) i wilosci 0,3 ml w okolicg prawego podudzia na pole
o powierzchni 2 cm x 2 cm. Grupa zwierzat zakazonych
oznaczona jako Z i liczaca 21 §winek morskich obejmowa-
ta zwierzgta zakazane tym samym szczepem grzyba, w tej
samej dawce 1 w identyczny sposob. Grupa kontrolna (K)
zwierzat zdrowych obejmowata 9 §winek morskich. Po
uprzednio dokonanej depilacji w okolicy prawego podudzia
wcierano roztwor plynu fizjologicznego w ilosci 0,3 ml.
Zwierzgta ze wszystkich 3 grup usypiane byly w narkozie
eterowej w odstepach 4-dniowych.

Zwierzetom z grupy L podawano doustnie (podje¢zyko-
wo) lek azolowy Itrakonazol (Orungal prod. Janssen Phar-
maceutica N.V., Belgia) w dawce 1,5 mg/kg masy ciata,



tzn. w ilo$ci okoto 0,5 mg na jedna $winke morska. Lek
podawano raz dziennie trzeciego dnia od momentu zakaze-
nia i terapi¢ prowadzono przez okres kolejnych 14 dni.

Do badan w mikroskopie $wietlnym i skaningowym po-
bierano wycinki skory o wymiarach 2 cm X 2 cm. Z mate-
rialu utrwalonego w 10% obojgtnym formolu sporzadzono
skrawki metoda parafinowa, z ktorych wykonywano pre-
paraty mikroskopowe. Dla oceny morfologicznej pobrane-
go materialu w mikroskopie $wietlnym skrawki barwiono
hematoksyling i eozyng oraz metoda PAS wg Mc Manusa,
co pozwolito na okreslenie obecnosci grzyba w tkance.
Wykonano rowniez barwienie orceing celem okreslenia
stopnia dziatalnosci elastolitycznej grzyba i ewentualnej
penetracji w glab tkanki. Preparaty przeznaczone do badan
w mikroskopie skaningowym utrwalane byty w 4% alde-
hydzie glutarowym o pH 7,4 w buforze fosforanowym przez
48 h w temp. 22°C. Material nastgpnie odwadniano w roz-
nych seriach st¢zen acetonu, a w koncowe;j fazie w aceto-
nie 100%. Preparaty poddano napyleniu warstwa ztota.
Ogladanie przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu ska-
ningowego Tesla BS-300.
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Ryec. 3. Grzybnia w powierzchownej warstwie zrogowaciale-
go naskérka w 3. dniu po zakazeniu. Strzalka zaznaczono
obecno$¢ grzybni. Barw. PAS. Pow. 200 x

Wyniki i omowienie

W grupie kontrolnej §winek morskich w prepara-
tach histologicznych ze skory stwierdzono obecno$¢
naskérka o prawidlowej grubosci i strukturze z mier-
nymi oznakami rogowacenia (ryc. 1). W barwieniu
orceing wykazano sieciowy uktad ciemnobrunatnych
wiokien elastycznych, ktore byly wyraznie zaggszczone
w warstwie podnaskorkowej 1 ulegly rozrzedzeniu
w kierunku glebszych warstw skory 1 tkanki podskor-
nej (ryc. 2).

W grupie zwierzat zakazonych (Z) stwierdzono na-
tomiast wyrazne nasilenie zmian histopatologicznych
w postaci hyperkeratozy, parakeratozy i akantozy na-
skorka oraz obecnos$¢ strzepek grzybni szczegdlnie
w 7., 11.1 15. dniu od momentu inokulacji. Zaobser-
wowano réwniez obecno$¢ wynaczynien podnaskor-
kowych, naciekéw ztozonych monocytdéw, limfocytow,
komorek plazmatycznych, makrofagéw oraz neutrofi-
li tworzacych mikroropnie oraz zropienia cebulek i po-
chewek wtosa.
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Ryec. 2. Zageszczenie wldkien elastycznych w warstwie pod-
naskorkowej. Barw. orceina. Pow. 100 x

Ryec. 4. Hyperkeratoza komorek naskérka w 3. dniu po zaka-
zeniu. Barw. HE. Pow. 100 x
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W grupie zwierzat leczonych (L) oceny preparatow
histologicznych dokonano w analogicznych okresach
jak w grupie poprzedniej. W 3. dniu po zakazeniu
stwierdzono obecno$¢ grzyba penetrujacego do po-
wierzchownych warstw zrogowaciatego naskorka
(ryc. 3). Zmiany histopatologiczne ograniczaly sig tyl-
ko do naskorka i wyrazaty si¢ nadmiernym rogowace-
niem, parakeratoza oraz nieznaczna akantoza (ryc. 4).
W komorkach naskérka widoczne byty oznaki prote-
olizy w postaci zwyrodnienia wodniczkowego. W sko-
rze wlasciwej brak byto zmian przy obecnosci prawi-
dlowych wtoséw 1 pochewek wiosowych. Stwierdzo-
no rowniez brak zmian w tkance podskérnej. W 7.,
11. oraz 15. dniu od momentu zakazenia nie stwier-
dzono obecnos$ci grzyba, natomiast zmiany histopato-
logiczne w naskorku podobne byly do zmian w 3. dniu
obserwacji i utrzymywaly si¢ do 11. dnia obserwacji
poczawszy od momentu zakazenia. W skorze wlasci-
wej 1 tkance podskornej nie stwierdzono zmian. Wto-
sy 1 pochewki wlosowe byly nie uszkodzone. Poczaw-
szy od 15. dnia do 27. dnia od momentu zakazenia nie
obserwowano w skorze grzyba, a budowa histologicz-
na naskorka, skory wlasciwej i tkanki podskornej byta
prawidlowa.

W preparatach ocenianych w mikroskopie skanin-
gowym stwierdzono w obrebie wierzchotkow grzybni
obecnos¢ nieregularnych kulistych form gromadzacych
krople tluszczu (ryc. 5).

Duza skuteczno$cia w zwalczaniu dermatofitoz cha-
rakteryzuja si¢ pochodne azolowe trzech generacji.
Pierwsza z nich stanowia: ekonazol, mikonazol, klo-
trimazol, isokonazol; druga stanowia: tiokonazol, oxi-
conazol, bifonazol, ketokonazol. Do trzeciej genera-
cji zalicza sig: flukonazol, terakonazol oraz itrakona-
zol. Wszystkie te preparaty posiadaja duza aktywnos¢
miejscowa oraz charakteryzuja si¢ szerokim zakresem
dziatania og6lnego. Obecnie najwigksza popularno$cia
ciesza si¢ w leczeniu og6lnym pochodne trzeciej ge-
neracji. Dzialanie ich polega na hamowaniu aktyw-
nosci C ,-alfa-demetylazy, enzymu zaleznego od cy-
tochromu P-450, odpowiedzialnego za konwersje
lanosterolu do ergosterolu zaliczanego do gléwnego
sterolu wigkszos$ci bton komoérkowych grzybdw, co
prowadzi do zmiany struktury Sciany komorki grzyba
1 czyni ja wrazliwa na uszkodzenia (3, 5, 7).

Stosowanie lekow przeciwgrzybiczych per os sta-
nowi duzy postep w leczeniu glebokich i szeroko roz-
powszechnionych grzybic skornych, jednakze w przy-
padku grzybic powierzchownych zmiany histopatolo-
giczne dotycza gltdéwnie powierzchownych warstw
naskérka. Czynnikiem decydujacym o wyborze lecze-
nia jest sposob umiejscowienia grzybni, gdzie grzyb-
nia wystgpuje w warstwie powierzchownej lub tez
umiejscowienie gigbsze, obejmujace trzon oraz po-
chewkeg wlosa (12). W przypadku braku dostgpu leku
do glebszych warstw skory rozwijajaca si¢ tam grzyb-
nia stanowi pewnego rodzaju rezerwuar, z ktorego
dokonuje si¢ namnazanie do warstwy rogowej i stad,
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Rye. 5. Strzepek grzybni z kulista forma gromadzaca krople
tluszczu. Mikroskop skaningowy. Pow. 3100 x

mig¢dzy innymi, wynika czgsto nieustajaca infekcja.
Efektywnos¢ itrakonazolu w leczeniu grzybic doswiad-
czalnych, lecz z pominigciem obserwacji zmian struk-
turalnych stwierdzili tez inni autorzy (11, 14, 16-18).
W leczeniu grzybic u ludzi szczegdlna uwagg zwraca
si¢ na stosowanie itrakonazolu w tzw. terapii pulso-
wej (10). Badania wlasne wskazuja na likwidacje
grzybni w tkance poczawszy od 4. dnia od momentu
zastosowania leku oraz na brak uszkodzen wczesniej
powodowanych przez grzyb. Wczesniejsze obserwa-
cje dokonane przez innych autoréw potwierdzaja row-
niez ten fakt 1 wskazuja na obecnos$¢ zmian w obrgbie
sciany komorkowej grzybni juz po 1 dniu od momen-
tu zastosowania lekow azolowych (2). Istotnyrn spo-
strzezeniem moze by¢ fakt wskazujacy, ze doustne
podawame lekow powoduje zahamowanie inwazyj-
nosci grzyba do wngtrza struktury wlosa. Podobne od-
dziatywanie na grzybni¢ miato miejsce w odniesieniu
do kandidiozy pochwy (8). Katz (9) wskazuje, ze itra-
konazol oraz ketokonazol wymagaja kwasnego $ro-
dowiska dla optymalnego wchianiania, a wywotana
innymi lekami redukcja odczynu pH zotadka moze
spowodowaé zmniejszenie biodostepnosci itrakonazo-
lu. Rashid 1 wsp. (15) obserwowali wplyw terbinafiny
na Trichophyton mentagrophytes w do$wiadczeniu
przeprowadzonym na zywym modelu skory czlowie-
ka. Za pomoca mikroskopu skaningowego wykazali
oni adherencj¢ artrokonidiow do keratynocytow oraz
wiokien kolagenowych. Po 2 dniach od zakazenia nie-
ktore artrokonidia zaczynaty kietkowac, a po 6 dniach
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obserwowano obfity wzrost grzybni, ktorej strzgpki
wnikaty w szczeliny i pory na powierzchni naskorka
oraz w obrebie zrgbu kolagenowego. Dodatek do pod-
toza terbinafiny w ilosci 0,1 mg/l spowodowal rozsze-
rzenie i znieksztalcenie strzgpkow, ktore robily wra-
zenie pustych. Zauwazyli oni takze przerwy w ciagtos-
ci strzgpkow. Obraz podobny zaobserwowano w ba-
daniach wlasnych, gdzie zastosowanie itrakonazolu per
os doprowadzito do deformacji strzgpkow i powigk-
szenia ich objetosci w wyniku gromadzenia kropli
thuszczu, co potwierdzono w mikroskopie skaningo-
wym. Podczas stosowania leku nie stwierdzono wzros-
tu grubosci naskorka, szczeg6lnie pod koniec okresu
leczenia, co moze wskazywac na brak procesu zapal-
nego. W lecznictwie weterynaryjnym najczesciej sto-
sowane sa preparaty miejscowe. Nalezy jednak zwro-
ci¢ uwage na fakt, ze leczenie miejscowe powoduje
uszkodzenie wylacznie grzybow obecnych w warstwie
rogowej, pozostawiajac grzybni¢ nieuszkodzona w ob-
rebie korzenia wlosa. Miejscowe stosowanie lekow nie
chroni wlosoéw przed inwazja grzybow w szczeg6lnos-
ci do trzonu wlosa. Preparaty stosowane miejscowo
nie wnikaja do glebszych warstw, co moze wynikaé
znieodpowiedniej ich biodostepnosci. Przyczyna tego
moze by¢ biodegradacja duzych ilosci lipidow oraz
protein. Zwraca si¢ takze uwage na obecnos¢ surowi-
cy, ktéra moze wywiera¢ dziatanie hamujace na leki
lipofilne imidazolowe dziatajace miejscowo — miko-
nazol i clotrimazol (1).

Dobra kinetyka itrakonazolu wiazaca sig¢ z dostgp-
nos$cia 1 gromadzeniem si¢ jego w roznych miejscach
w skorze oraz w naskorku jest czynnikiem odpowia-
dajacym za eliminacjg grzyba z glgbszych warstw skory
(13). Poddajac ocenie leki dziatajace miejscowo czy
tez ogo6lnie nalezy bra¢ pod uwage nie tylko zalecane
schematy postgpowania odnosnie do czasu leczenia
oraz dawkowania, lecz takze site dziatania leku, co
moze wynika¢ z mozliwo$ci penetracji jego i groma-
dzenia si¢ w warstwach potozonych glebiej (biodostep-
nos$¢). Pewna pomoca moga stuzy¢ badania radiogra-
ficzne oraz chemiczne leczonej tkanki, co pozwala
zebra¢ informacj¢ na temat rozmieszczenia leku.
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