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Summary

The article is a review of the results of investigations concerning digestive enzymes of warble flies
(Hypoderma lineatum, H. bovis), called hypodermines. Special attention was paid to their antigenic, immungenic
and immunosuppressing properties and the relation of these features with enzymatic properties. It was proved
that the elimination of the enzymatic activity of hypodermines may increase their immunogenicity, which
opend opportunities for creating more effective vaccines against hypodermosis.
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Gzawica bydta — hypodermoza jest choroba inwa-
zyjna wywolywana przez larwy muchdéwek z gatunku
Hypoderma bovis 1 Hypoderma lineatum. Owady te
naleza do rzedu Diptera, podrzedu Brachycera, rodziny
Oestridae, podrodziny Hypodermatinae. Sa one wy-
specjalizowanymi, specyficznymi pasozytami bydta
domowego i blisko filogenetycznie spokrewnionych
gatunkéw, np. bizonoéw, jakdéw, zebu czy bawotow.
Przypadkowo moga atakowac takze inne gatunki zwie-
rzat, np. konie, owce i kozy. Cztowiek takze moze by¢
przypadkowym zywicielem larw gzow bydlecych. Gzy
bydlece wystepuja powszechnie niemal w catej holark-
tyce, migdzy 25. a 66. stopniem szeroko$ci geogra-
ficznej pdinocnej. Ekstensywno$¢ inwazji u bydta
w roznych regionach waha si¢ od kilku do kilkudzie-
sigciu procent. Badania wlasne (22) prowadzone w la-
tach 90. ubieglego wieku wskazywaty, ze po ok. 14 la-
tach od zakonczenia zorganizowanych akcji zwalcza-
nia gzow ekstensywnos¢ tej inwazji w Polce powrdci-
ta do poziomu stwierdzanego przed tymi akcjami.

Cykl rozwojowy

Cykl rozwojowy gzéw bydlecych jest bardzo skom-
plikowany. Owady dojrzate ze wzgledu na zreduko-
wany aparat gebowy nie pobieraja pokarmu, arola ich
ogranicza si¢ jedynie do reprodukcp Samice gzoéw
w porze letniej sktadaja jaja na siersci bydta. Z jaj wy-
kluwaja si¢ robakowatego ksztattu larwy plerwszego
stadium (L 1), ktore przenikaja przez skore 1 zaczynaja
drazy¢ kanaty w tkankach zarazonych zwierzat. Kil-
kumiesigczna wedrowka tych larw wiedzie poprzez

skorg konczyn lub dolnych partii piersi i brzucha do
powigzi i nerwow, a nastepnie wzdluz nich do kanatlu
kregowego (H. bovis) lub btony podsluzowej przety-
ku (H. lineatum). Stad wywedrowuja pod skorg grzbie-
tu, w ktorej tworza charakterystyczne guzy gzowe.
Kazdy guz gzowy ma na swoim szczycie otwor umozli-
wiajacy larwom drugiego i trzeciego stadium (L2 i L3)
oddychanie powietrzem atmosferycznym. Po wypad-
nigciu przez wytworzone w skorze otwory oddecho-
we, dojrzale larwy L3 przepoczwarzaja si¢ w glebie.

Tryb zycia poszczeg6lnych stadiow larwalnych jest
odmienny. Larwy L1 odbywaja dlugotrwale wedrow-
ki w tkankach, natomiast larwy L2 1 L3 osiedlaja si¢
pod skérq 1 przebywajq tam stosunkowo krétko. Te
rdznice w trybie zycia znajduja odzwierciedlenie row-
niez w morfologii larw.

Morfologia larw

Larwy L1 sa ksztattu wydhuzonego, robakowatego,
dhugosci poczatkowo ok. 0,5-1 mm, a przed linieniem
ok. 1-2 cm. Ich ciato sktada si¢ z 12 segmentow
(pseudocefalonu, 3 segmentow tutowiowych i 8 od-
wlokowych). Pseudocefalon jest maty i nieruchomy,
a znajdujace si¢ na nim narzady zmystow w postaci
3 niepigmentowanych pierscieni sa slabo widoczne.
Czes¢ gebowa pseudocefalonu zawiera 2 haki i ostrze
srodkowe. Na przednich krawgdziach segmentow znaj-
duje sig po kilka rzgdow matych kolcow. Haki gebo-
we, ostrze §rodkowe i rzedy kolcow na krawedziach
segmentow sktadaja si¢ na zespot narzadéw umozli-
wiajacych larwom przemieszczanie si¢. Kolce nie ros-



594

na wraz ze wzrostem larw i dlatego przyjmuje sig, ze
spetniaja one swoja rolg jedynie w okresie przenlka-
nia nowo wyklutych larw przez skorg, po6zniej za$ ich
znaczenie maleje.

Larwy L2 1L3 sa znacznie wigksze (przede Wszyst-
kim szersze) od L1. Wzrost objetosci 1 masy pormq—
dzy nowo wykluta larwa L1 a dojrzata larwa L3 moze
sigga¢ nawet kilkunastu tysigcy razy. Ciato larw L2
1 L3 jest krgpe, na przekroju owalne. U L3 stosunek
szerokosci do dtugosci wynosi 1 : 1,5. Narzady, ktore
umozliwialy nowo wyklutym larwom L1 przemiesz-
czanie si¢, u L2 1 L3 sa w stanie zaniku. Zredukowana
jest czg$¢ oralna aparatu gebowego. Charakteryzuje
si¢ ona silnym uwstecznieniem hakow i brakiem ostrza
srodkowego. U L3 pseudocefalon przesunigty jest lek-
ko na strong brzuszna. Kolce na przednich brzegach
segmentoOw (zardwno po stronie grzbietowej, jak
1 brzusznej) sa mate i1 niezbyt liczne. Natomiast do-
brze rozwinigte sa kolce tworzace wience wokot tyl-
nych przetchlinek. Tylne przetchlinki zwrocone sa
w stron¢ otworu oddechowego w skorze. Obecno$¢
kolcow w tym miejscu stanowi wigc dla larw zabez-
pieczenie przed przypadkowym usunigciem ich z guza
gZowego.

Charakterystyka enzyméw trawiennych
larw gzéw bydlecych

Kwestig zasadnicza dla larw L1 jest mozliwos¢ prze-
mieszczania si¢ w tkankach zywiciela. Narzady czep-
ne znajdujace si¢ na pseudocefalonie i segmentach ciata
nie s3 wystarczajaco rozwinigte, aby zapewni¢ larwom
odpowiednia mobilno$¢ w tym $rodowisku. Dlatego
tez migracja larw warunkowana jest nie tyle wyksztal-
ceniem sprawnych narzadow ruchu, ile przystoso-
waniami chemicznymi. Najwazniejsza rolg petnia tu
proteolityczne enzymy trawienne gzow produkowane
w duzych ilo$ciach przez slinianki. O wielkosci tej pro-
dukcji $wiadczy fakt, ze nagromadzone w §liniankach
1 przewodzie pokarmowym enzymy nadaja niemal
przezroczystej larwie seledynowe zabarwienie (o in-
tensywnosci zaleznej od stopnia wypetienia enzyma-
mi). Enzymy te wydalane sa na zewnatrz, gdzie roz-
puszczaja otaczajace larwe tkanki zywiciela. Nastep-
nie pasozyt wchlania ptynna substancje, uzyskujac
sktadniki odzywcze (jest to tak zwane trawienie ze-
wngetrzne) 1 jednoczesnie tworzy sobie wolna prze-
strzen do przemieszczenia si¢. Kanaliki wytrawione
przez larwy w tkankach zywiciela sa dobrze widoczne
(szczegolnie w tkance thuszczowej okotordzeniowej).
Otaczajace je tkanki sa bowiem na skutek dzialania
enzymow trawiennych larw najczes$ciej zabarwione na
kolor jasnozielony.

Z enzymdw trawiennych larw gzéw najwazniejszy-
mi sg proteazy serynowe, tzw. hypoderminy (zostaly
one doktadnie opisane u gzoéw z gatunku H. lineatum).
Naleza do nich: trypsynopodobna hypodermina A (HyA)
1 hypodermina B (HyB) oraz kolagenaza — hypoder-
mina C (HyC). Sa to biatka o zblizonych masach czas-
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teczkowych: HyA ma masg czasteczkowa ok. 27 kDa
(21), hypodermina B ok. 23 kDa (14), a kolagenaza
(HyC) ok. 24 kDa (13). Wykazano, ze biatka te sa dos¢
podobne, jezeli chodzi o strukturg aminokwasowa, r6z-
nig si¢ jednak tadunkiem elektrycznym 1, co za tym
idzie, rozdzialem w elektroforezie natywnej (14). Inng
réznica jest liczba mostkow dwusiarczkowych—w HyA
1 HyB wystgpuja dwa takie mostki, podczas gdy w HyC
trzy. Wszystkie te enzymy sa inaktywowane przez di-
izopropylofluorofosforan (DFP). Ponadto HyA i HyB
sa inaktywowane przez keton chlorometylowy N-to-
luenosulfonylolizyny, trzustkowy inhibitor trypsyny
(BPTI) i inhibitor trypsyny z soi (STI), a HyA rowniez
przez owomukoid. Hypoderminy A i B rozktadaja
syntetyczne substraty wlasciwe dla trypsyny, takie jak
Bz-Arg-Oet 1 Bz-Arg-Nan, ale nie rozktadaja substra-
tow whadciwych dla chymotrypsyny, takich jak Bz-Tyr-
-Oet 1 Ac-Tyr-Nan oraz nie rozktadaja kolagenu Hy-
podermina C nie rozklada Zadnego z wyzej wymie-
nionych substratow, rozktada natomiast kolagen. Naj-
wyzsza aktywnos$¢ proteolityczna hypoderminy wyka-
zuja w srodowisku zasadowym przy pH ok. 8-9 — po-
dobnie jak inne proteolityczne enzymy trawienne larw
owadow. Aktywnos$¢ ta ulega catkowitemu, lecz od-
wracalnemu zablokowaniu w pH 4,5. Hypodermlny
sa do$¢ oporne na dziatanie temperatury i nieodwra-
calnej inaktywacji ulegaja dopiero w temperaturze
60-80°C (6, 14). Ponadto ustalono, ze optymalna tem-
peratura ich dziafania jest nieco wyzsza od cieploty cia-
ta specyficznego zywiciela i wynosi ok. 45-50°C (6).

Niewiele jest badan nad enzymami Hypoderma bo-
vis. Stwierdzono jednak, ze u tego gatunku wystepuja
enzymy proteolityczne bardzo zblizone do hypoder-
min izolowanych z H. lineatum, majace podobna bu-
dowg antygenowa.

Dziatanie immunomodulacyjne hypodermin

Okazuje si¢ jednak, ze skuteczne trawienie otacza-
jacych tkanek nie jest jedynym zadaniem enzymow
trawiennych larw gzow bydlgcych. Nie mniej wazna
ich funkcja jest oddzialywanie na uktad immunolo-
giczny zywiciela. Juz dawno zaobserwowano, ze wo-
kot wedrujacych larw (szczegdlnie przy pierwszym
zarazeniu) nie tworzy si¢ odczyn zapalny. Jest to szcze-
gblnie zastanawiajace, gdy wezmie si¢ pod uwage
wielkos$¢ larw w tkankach i ilo$ci produkowanych
przez nie wydalin. Na przyktad stosunkowo duze juz
larwy gzow (dhugosci ok. 1-1,5 cm) przebywaja przez
okres od jednego do dwoch miesiecy w odcinku pier-
siowym i ledzwiowym kanatu kregowego zarazonego
bydta, w bezposredniej bliskosci rdzenia krggowego,
jego korzeni grzbietowych i brzusznych oraz galezi
grzbietowych i brzusznych waznych nerwow rdzenio-
wych. Ich obecnos¢ nie bywa na ogdt przyczyna zad-
nych objawow ze strony uktadu nerwowego. Dopiero
zastosowanie u zwierzat w tym okresie insektycydow
systemowych moze sta¢ si¢ przyczyna powaznych
objawdw w postaci porazen, niedowladow tylnych
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konczyn, a w przypadku inwazji H. lineatum porazen
przetyku. Dzieje sig tak z powodu gwattownego roz-
woju odczynu zapalnego wokot zamartych larw obej-
mujacego otaczajace tkanki, w tym takze tkankg ner-
WOwWa.

Przyczyna braku odczynu zapalnego wokot wedru-
jacych larw jest, z jednej strony, staba antygenowos$¢
zywych larw, z drugiej za$ — silne dziatanie immuno-
supresyjne enzymow trawiennych larw — hypodermin
Istotny jest fakt, ze antygeny larw nie sa zwiazane ze
strukturami p0w1erzchn10wym1 ich ciata, lecz w wigk-
szo$cizich enzymaml trawiennymi (15). Hypodermi-
ny réwniez nie naleza do silnych antygendéw. Odpo-
wiedz uktadu immunologicznego zywiciela na wnik-
nigcie larw jest stosunkowo staba. Wzrost poziomu
przeciwcial u bydla w przebiegu hypodermozy jest
bardzo powolny (4, 5, 16), a diagnostycznie istotne
miana pojawiaja si¢ dopiero po ok. 2-4 miesiacach
inwazji (5).

Immunosupresyjne dziatanie hypodermin jest wie-
lokierunkowe 1 dotyczy blokowania zardwno specy-
ficznych, jak i niespecyficznych mechanizmow odpor-
nosciowych. Stwierdzono, ze zasadnicze dziatanie
1mmunosupresyjne wykazuja hypodermina A i B. Jed-
nym z wczesniej poznanych mechanizmow takiego
oddziatywania byto stwierdzenie udziatu tych enzy-
moéw w rozktadaniu tancucha o i1 B fragmentu C3 do-
petniacza. Reakcja ta jest prawdopodobnie odpowie-
dzialna za hamowanie odczynu Zapalnego W czasie
pierwszego kontaktu zwierzat z gzami.

W syntetycznym ujgciu Otranto (17) przeanalizo-
wat Wyn1k1 uzyskane przez roznych autorow i stwier-
dzit, Ze immunosupresyjne dziatanie hypodermin wia-
ze sig¢ z ich wlasciwo$ciami enzymatycznymi i przeja-
wia sig glownie w:

— rozktadaniu tancucha a i B fragmentu C3 dopet-
niacza przez HyA 1 HyB,

— hamowaniu przez HyA proliferacji limfocytow
u zwierzat zarazonych,

— hamowaniu proliferacji hmfocytow indukowanej
fitohemaglutyning in vitro 1 in vivo,

— uszkadzaniu przez HyA receptor(')w powierzch-
niowych niepobudzonych jednojadrzastych krwinek
bialych,

— rozktadaniu przez HyA bydlgcych immunoglobu-
lin klasy G.

Wedhug wigkszosci autorow, hypodermina C nie
wywiera istotnego wptywu immunosupresyjnego. Cha-
baudie i Boulard (8) wskazuja jednak, ze u cielat nie
majacych wezesniejszego kontaktu z antygenami Hy-
poderma spp. rowniez ten enzym powoduje obnizenie
wrazliwosci limfocytow na dziatanie fitohemagluty-
niny. Te wlasciwosci hypodermin wywotaty ostatnio za-
interesowanie medycyny ludzkiej. Podejmowane sa pro-
by zastosowania hypoderminy A jako i immunosupre-
sora zapobiegajacego odrzucaniu przeszczepow (20).

Hypodermmy Wykazujq jednak nie tylko dziatanie
immunosupresyjne, ale rowniez immunogenne. W trak-

cie wedrowki larwy L1, w organizmie zarazonego
zwierzgeia wytwarzane sa swoiste przeciwciala dla
tych antygendw. Dzigki temu mozliwe jest m.in. sero-
logiczne diagnozowanie inwazji juz w trakcie wedrow-
ki larw L1, czyli w okresie, gdy brak jest specyficz-
nych objawow klinicznych choroby. Do diagnozowa-
nia hypodermozy bydla stosowano testy serologiczne:

test biernej hemaglutynacji, rézne warianty testu
ELISA oparte na petnym antygenie H. lineatum, jak
roOwniez na antygenie zawierajacym hypoderminq A
lub C. Testy te stosowane byty do poszukiwania swo-
istych przeciwcial w surowicy i mleku. Wigkszos¢
autorow sktania si¢ ku stwierdzeniu, ze hypodermina
C jest antygenem bard21ej specyﬁcznym umozliwia-
jacym wykrycie inwazji obu gatunkéw gzow bydle-
Cych Stwierdzono rowniez, ze bydto, ktdre bylo zara-
zone gzami bydlecymi w nastqpnych sezonach jest juz
mniej wrazliwe na t¢ inwazjg, 1 ze zjawisko to ma pod-
toze immunologiczne (10, 12). Jednoczes$nie jednak
Baron i Weintraub (3) wykazali, ze dopiero kilkakrot-
ne przebycie inwazji pozwala zwierzetom na osiagnie-
cie wysokiej odpornosci przeciwinwazyjne;. Podob-
nie Ziomko i Cencek (22) stwierdzili najnizsza inten-
sywnos$¢ inwazji H. bovis u bydta 6-letniego, wczes-
niej kilkukrotnie zarazonego gzami. Wskazuje to na
stosunkowo staba immunogennos$¢ naturalnych anty-
genow gzow bydlecych.

Wykorzystanie hypodermin
to immunizacji bydta

Wiedza o zdolnosci bydta do wytwarzania swoistych
przeciwciatl oraz fakt, Ze starsze krowy sa zazwyczaj
W mniejszym stopniu zarazone gzami niz zwierzqta
mtode, sklonita wielu badaczy do podjecia prob im-
munizacji krow przeciw hypoderm021e Pierwsze ta-
kie badania przeprowadzono juz ok. 30-50 lat temu.
W nastepnych latach podejmowano liczne proby uod-
porniania bydta szczepionkami opartymi na pelnym
antygenie larw L1 gzéw, jak réwniez szczepionkami
zawierajacymi wyizolowane hypoderminy, a takze
hypoderminami uzyskanymi na drodze inZynierii ge-
netyczneJ Ro6zna byla skuteczno$¢ przeprowadzanych
szczepieh. Ogolnie, wedlug badaczy amerykanskich
1 kanadyjskich, szczepienia mtodego bydta maja zna-
czacy wptyw na odporno$¢ przeciw inwazji gzoéw (1,
2, 11, 18, 19). Jednoczes$nie jednak wskazuja oni, ze
sita odpowiedzi na antygeny gzoOw moze znacznie si¢
waha¢ u poszczegolnych zwierzat (11), a ze wzgledu
na stosunkowo staba immunogennos¢ antygenow waz-
na jest metoda szczepienia i zastosowane adiuwanty
(1, 19). Z cytowanych prac wynika jednoczes$nie, ze
decydujacy efekt ochronny wykazuje odpornos¢ ko-
morkowa, a nie humoralna. Odmienne wyniki uzyskali
natomiast naukowcy francuscy (9), ktorzy nie stwier-
dzili istotnego wptywu immunizacji na liczbe larw
konczacych cykl I'OZWQ] OWY.

Rézne opinie wyzej wymienionych autoréw na te-
mat skutecznosci i zasadnosci szczepien bydta prze-



ciw gzawicy maja jeden punkt wspdlny — skutecznosé
szczepien w zadnym z badan nie byta pelna. Podkres-
la si¢ w zwiazku z tym staba immunogennoéé stoso-
wanych antygenéw. W badaniach tych nie uwzgled-
niano natomiast aktywnosci enzymatycznej stosowa-
nych antygendw. Niezaleznie od przyjetego sposobu
szczepienia 1 wybranej frakcji antygenu, biatka w nim
zawarte — hypoderminy, we wszystkich doswiadcze-
niach byly aktywnymi enzymami. Zastanawiajace jest,
ze w licznych publikacjach, czgsto bedacych dzietem
tych samych autoréw, podkresla sig, ze aktywno$¢ pro-
teolityczna hypodermin ma istotny wptyw na uktad
immunologiczny zywiciela poprzez rozktadanie: im-
munoglobulin IgG, fragmentu C3 dopetniacza oraz
receptorow powierzchniowych jednojadrzastych krwi-
nek biatych i w efekcie hamowanie ich proliferacji.
Wigkszos¢ dostepnych publikacji traktuje jednak za-
gadnienia i 1mmunosupresyjnego wptywu hypodermin
1 ich immunogennos$ci oddzielnie i nie daje odpowie-
dzi odnos$nie do sumarycznego efektu tych oddzialy-
wan. W badaniach wtasnych (7) wykazano szybsze po-
jawianie si¢ swoistych przeciwciat i wyzsze ich miana
u krolikow immunizowanych antygenem, w ktorym
aktywno$¢ enzymatyczna tworzacych go hypodermin
zostata zablokowana, niz u krélikow immunizowanych
aktywnymi enzymatycznie hypoderminami. Nalezy
zaznaczy¢, ze roznice wynikow uzyskanych w obu
grupach byly wysoce istotne statystycznie. Stwierdzo-
no roéwniez, ze surowice krolikbw immunizowanych
antygenem H. bovis wpltywaly neutralizujaco na ak-
tywnos$¢ enzymatyczng proteaz zawartych w tym an-
tygenie.

W $wietle obecnych danych wydaje sig, ze prowa-
dzone w licznych os$rodkach naukowych badania nad
wlasciwosciami enzymow proteolitycznych larw gzow
bydlecych daja nadziej¢ na skonstruowanie skutecz-
nej szczepionki.
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