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Opis przypadku Case report

Przypadek przewleklego wytworczego zapalenia
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Case of chronic progressive epididymitis in a European hison
Summary

The aim of the study was to determine whether the character of a histopathological change observed in the
epididymis of a 13-year-old European bison male was neoplastic, inflammatory or proliferous. Samples from
both testes and epididymes were collected. The material was fixed in Bouin’s fluid; 6 mm paraffin sections
were stained with hematoxylin and eosin (H+E), as well as by Brachet’s method. Full blood samples were
collected from the femoral artery (post mortem). Immunocytochemical reactions were performed by the
EnVision™ FLEX+ technique. Specific monoclonal mouse and polyclonal rabbit antibodies were used against:
vimentin (No IS630); human cytokeratin (No IS053); human CD 34 (No IS632); human desmin (No IS606);
human smooth muscle myosin heavy chain (No IS066); myogenin (No IS067); human muscle actin (No M0635)
in a 1:50 dilution; human MyoD1 (No M3512) in a 1:50 dilution; human myeloid/histiocyte (No M0747) in
a 1:100 dilution; human receptor Cd 68 (No 1S609); S-100 (No IS504). Micromorphometric measurements
were carried out to assess the extent of connective tissue hyperplasia in the epididymis. The histopathological
change in the epididymis of the 13-year-old bull was progressive and caused by chronic inflammation, which
was confirmed by the micromorphometric analysis and the evidence of plasma cells and connective tissue
hyperplasia. Inmunohistochemical staining carried out to find vimentine receptors showed mesenchymatic
cells forming disseminated foci in the epididymis. The appearance of the cells that made up the microgranulomas
indicated their epithelioid nature. These transformed macrophages were devoid of the typical receptors Cd68
and Mac 387. However, the presence of spermatozoa in the foci suggested their phagocytic properties.

Damage to the canaliculi of the epididymis and their phagocytosis could have been caused by an unknown
proinflammatory factor. It is also likely that the destruction was induced by epithelioid cell proteins, which

resulted in a dislocation of sperm to the epididymal stroma.
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Od 1971 r. na terenie Puszczy Biatowieskiej prowa-
dzone sa odstrzaty zubrow Bison bonasus (Linnaeus,
1758) celem regulacji liczebnosci stada, obejmujace
zardwno samce, jak 1 samice (8). Przyczyny elimi-
nacji samcow to: choroby, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem nekrotycznego zapalenia napletka samcow
(NZN), zta kondyCJa wady eksterieru, urazy roznego
pochodzema agresja w stosunku do czlowieka, sta-
ros$¢ (8, 9, 15). Wszystkie odstrzelone Zzubry podda—
wane sa badaniu sekcyjnemu. Na podstawie badan
patomorfologicznych makroskopowych i mikroskopo-
wych rozpoznano w uktadzie ptciowym meskim tych
zwierzat NZN o ré6znym stopniu nasilenia (8, 9, 15),
wnetrostwo dotyczace lewego lub prawego jadra (1,
4, 6,7, 18) 1 torbiele najadrzy (12, 13, 17). Natomiast
dotychczas nie stwierdzano zmian o charakterze no-
wotworowym, zapalnym czy rozrostowym w obr¢bie

jader 1 najadrzy. Ponizej opisano zmiany patomorfo-
logiczne stwierdzone w preparatach mikroskopowych
najadrza 13-letniego samca Zubra.

Celem badan byto okreslenie charakteru zmian pa-
tomorfologicznych stwierdzonych w najadrzu 13-let-
niego samca zubra — nowotworowego, zapalnego czy
rozrostowego.

Materiat i metody

18 grudnia 2002 . w okolicy wsi Smolnice eliminowano
samca zubra o numerze ewidencyjnym 1043 (pochodzace-
go z wolno zyjacej populacji) ze wzgledu na wyrzadzanie
szkdd 1 przejawiang agresjg. Wiek zubra (ok. 13 lat) zostat
okreslony przez J. Dackiewicza z Biatowieskiego Parku
Narodowego na podstawie wygladu zgbow oraz wielko$ci
1 ksztattu rogow (10, 19). Masa ciata badanego zwierzgcia
wynosita 646 kg, masa jadra lewego 283 g, masa jadra



prawego 263,1 g. W badaniu sekcyjnym stwierdzono: rop-
ne zapalenie ptuc i ptatow przeponowych, zmiany pomo-
tylicze oraz motylicg. Nie obserwowano u tego osobnika
NZN ani torbieli najadrzy (8, 9, 12, 13, 15, 17). Krew po-
brano z t¢tnicy udowej (post mortem). Z obu jader i najad-
rzy pobrano wycinki. Materiat utrwalano w ptynie Bouina,
prowadzono technika parafinowa, barwiono H+E oraz me-
toda Bracheta. Wykonano odczyny immunohistochemicz-
ne metoda EnVision™ FLEX+ z uzyciem nast¢pujacych
przeciwcial monoklonalnych mysich: przeciwko ludzkim
cytokeratynom, klon AE1/AE3 (No IS053); przeciwko ludz-
kiemu CD 34, klon QBEnd 10, (No IS632); przeciwko ludz-
kiej desminie, klon D33 (No IS606); przeciwko vimenty-
nie, klon V9 (No IS630); przeciwko ludzkiej miozynie z ko-
morek migsniowych gladkich, klon SMMS-1 (No IS066);
przeciwko miogeninie, klon F5D (No IS067); przeciwko
ludzkiej mig$niowej aktynie, klon HHF35 (No M0635)
w rozcienczeniu 1 : 50; przeciwko ludzkiej MyoD1, klon
5.8A (No M3512) w rozcienczeniu 1 : 50; przeciwko ludz-
kim histiocytom, klon Mac 387 (No M0747) w rozciencze-
niu 1 : 100; przeciwko ludzkiemu receptorowi Cd 68, klon
KP1 (No IS609) oraz przeciwciata poliklonalnego kroli-
czego przeciwko S-100 (No IS504). Wszystkie wymienio-
ne przeciwciala zakupiono w firmie DAKO. Procedurg
wykonano w automacie Dako (Autostainer/Autostainer
Plus).

Skrawki umieszczone na sylanizowanych szkietkach
odparafinowano, uwodniono. Nastgpnie wykonano ciepl-
ne odmaskowanie epitopu antygenu przez 20 min. w tem-
peraturze 97°C w wysokim pH, po czym zablokowano
aktywnos$¢ endogennej peroksydazy odczynnikiem EnVi-
sion™ FLEX Peroxidase bloking Reagent (SM821). Skraw-
ki z przeciwcialem pierwotnym inkubowano 20 min., po
czym plukano w roztworze TRIS. Nastgpnie zastosowa-
no odczynnik detekcyjny Dako EnVision™ FLEX/HRP
(DM802) zawierajacy przeciwciato wtorne i peroksydaze,
przeprowadzono ptukanie w roztworze TRIS. Wykonano
reakcje z DAB. Podbarwiono jadra komorkowe hemato-
ksylina, nastgpnie odwodniono skrawki i zamknigto.

Przeprowadzono badanie mikromorfometryczne w celu
oceny stopnia rozrostu tkanki tacznej zrebu najadrza. Mie-
rzono szerokos$¢ pomigdzy przewodzikami wyprowadzaja-
cymi. W tym celu wyznaczano odcinki, ktorych konce opar-
te byty na blonie podstawnej sasiadujacych ze soba prze-
wodzikéw. Przeprowadzano kolejnych 100 pomiaréw, po
czym je zsumowano, obliczano $rednia szerokos$¢ pomig-
dzy przewodzikami i odchylenie standardowe oraz war-
tosci minimalne i maksymalne. Dla poréwnania pomiarow
w badanym przypadku wykonano tez pomiary w dwoch
preparatach najadrzy, w ktérych badaniem przegladowym
nie stwierdzono cech zapalenia. Pomiary przeprowadzono
pod powigkszeniem 50 x, uzywajac zestawu do mikrosko-
powej analizy obrazu Eclipse 90i (Nikon, Japan) wyposa-
zonego w komputerowy program Lucia 5.16.

Metoda immunoenzymatyczna ELISA oznaczono stgze-
nie 17f-estradiolu (E2) (No RE 52041) oraz st¢zenie wol-
nego testosteronu (FT) (No RE 52171) firmy Immuno-bio-
logical Laboratories (Hamburg, Niemcy).

Dane dotyczace masy ciata zubra uzyskano z Bialowie-
skiego Parku Narodowego.

Wyniki i omowienie

W badaniu makroskopowym nie obserwowano od-
chylen od stanu prawidtowego w budowie jader i na-
jadrzy badanego 13-letniego zubra. Badaniem mikro-
skopowym stwierdzono prawidtowy obraz histologicz-
ny jadra, na przekroju poprzecznym widoczne byly
kanaliki krete jader pokryte nabtonkiem plemnikotwor-
czym. Miedzy kanalikami kretymi jader widoczna byta
tkanka taczna i komoérki Leydiga (ryc. 1). Podczas
badan mikroskopowych preparatéw z najadrza barwio-
nych H+E stwierdzono obecno$¢ komodrek nietypo-
wych dla budowy jadra i najadrza (ryc. 2, 3). Komorki
miaty ksztaltt owalny, epitelioidny. Jadro komorkowe
potozone bylo ekscentrycznie, bez wyraznego jader-
ka. Cytoplazma jasna, lekko kwasochtonna o charak-
terze piankowatym, drobnoziarnistym. Komorki nie
tworzyty jednolitej, ograniczonej struktury, wchodzi-
ly jednak w otoczenie w postaci gniazd, pasm i jg-
zykow, sprawiajac wrazenie niszczenia podscieliska.

Ryec. 1. Jadro 13-letniego Zubra. Na przekroju poprzecznym
widoczne sa kanaliki krete jader pokryte nablonkiem plem-
nikotworczym. Miedzy kanalikami wystepuje tkanka laczna
i komérki Leydiga. Barw. Hi E. Pow. 200 x
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Ryc. 2. Najadrze 13-letniego Zubra. Wnikanie nacieku pomig-
dzy kanaliki najadrza. Barw. Hi E. Pow. 200 x
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Ryc. 3. Najadrze 13-letmego zubra. Plemniki pomiedzy ko-
mérkami nacieku. Barw. Hi E. Pow. 400 x

Ryec. 4. Najadrze 13-letniego zZubra. Plazmocyty tworza sku-
piska od 5 do 30 komoérek. Zgrupowania plazmocytéw niere-
gularnie rozrzucone w preparacie. Metoda Bracheta. Pow.
400 x

Uktad komorek w zmianie byt luzny, bez cech przyle-
gania i bez tworzenia struktur organoidnych (ryc. 2, 3).
Cechy te wskazuja na nienabtonkowy charakter ko-
morek. W badanych komorkach nie znaleziono podzia-
16w mitotycznych, co mogtoby wskazywac na niska
aktywno$¢ mitotyczna lub jej brak. W okolicy grup
wymienionych komorek widoczne byty sporadyczne
nacieki limfocytarne oraz wtoknienie podscieliska
z rozplemem naczyn. Miejscami komorki te wymie-
szane byty z plemnikami (ryc. 3).

Barwienie preparatow mikroskopowych wykona-
nych z najadrza zubra metoda Bracheta wykazato obec-
no$¢ komorek plazmatycznych. Plazmocyty tworzyty
skupiska od 5 do 30 komorek. Zgrupowania plazmo-
cytow rozrzucone byly w preparacie nieregularnie
(ryc. 4). Pomiary mikromorfometryczne wykazaty
2-3-krotny rozrost tkanki facznej zr¢bu najadrza u tego
zubra w pordwnaniu z osobnikami, u ktérych nie ob-
serwowano zapalenia (tab. 1). Po wykonaniu badan

immunohistochemicznych otrzymano nastepujace wy-
niki: vimentyna (+) w komorkach nacieku oraz w ko-
morkach migsniowych gtadkich naczyn i przewodu na-
jadrza (ryc. 5); cytokeratyny (PanCK) () w komor-
kach nacieku, (+) w nabtonku kanalikow najadrza;
desmina () w komorkach nacieku, (+) w komorkach
mig$niowych gladkich naczyn krwiono$nych i prze-
wodu najadrza; aktyna (—) w komoérkach nacieku, (+)
w komorkach mig$niowych gladkich naczyn krwio-
nos$nych i1 przewodu najadrza, MyoD1 (-) w komor-
kach nacieku, (+) w rabku komoérek nabtonka przewo-
du najadrza; SMM (-) w komorkach nacieku, (+)
w komorkach migsniowych gladkich naczyn krwio-
nos$nych i przewodu najadrza; myogenina brak odczy-
nu w preparacie; CD 34 brak odczynu w preparacie;
S-100 (+/-) w komorkach nacieku, (+) w nabtonku prze-
wodu najadrza; Mac 387 brak odczynu w preparacie;
CD 68 brak odczynu w preparacie; Ki 67 brak odczy-
nu w preparacie. Stezenie E2 w surowicy wynosito 175
pg/ml, stgzenie FT w surowicy wynosito 85 pg/ml.

Tab. 1. Srednie warto$ci oceny morfometrycznej stopnia
rozrostu tkanki lacznej najadrza dorostych samcow zubrow
(x +=SD)

Badany 1043 163,14 + 73,11 49,44 438,6
Kontrolny B1 70,86 + 27,1 19,39 115,6
Kontrolny F2 49,72 + 32,1 9,12 71,4

Objasnienia: Nr 1043 — 13-letni samiec zubra z diagnozowana
zmiang w najadrzu; B1 1 F2 — dwa doroste samce zubra z prawid-
towa budowa najadrzy

Ryc 5 Najqdrze 13-letniego zubra Dodatni odczyn na vi-
mentyne¢ w komérkach nacieku oraz w komérkach migs$nio-
wych gladkich przewodu najadrza. W komorkach nacieku
produkt reakcji o charakterze ziarnistym nieré6wnomiernie
wypelnia cytoplazme komorki, przy czym natezenie reakcji
jest rézne, w jednych komorkach odczyn jest silny, w innych
Sredni. W komérkach mig¢$niowych gladkich przewodu na-
jadrza odczyn jest slaby, zlokalizowany w cytoplazmie. Pow.
200 x
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Masa ciata 1 masa jader badanego zubra nie réznita
si¢ od masy innych osobnikow bgdacych w tym sa-
mym wieku (powyzej 12. roku) (3, 7). Natomiast
stezenie wolnego testosteronu w surowicy tego zwie-
rzecia osiagnelo wysoka warto§¢ w poréwnaniu do
innych starych zubrow (2). By¢ moze przejawiana
przez zubra agresja byta nastepstwem wysokich ste-
zen FT, bedacego czynna frakcja testosteronu. Nato-
miast stezenie 17B-estradiolu w surowicy nie odbie-
galo od wartosci stgzen tego hormonu u innych sta-
rych zwierzat tego gatunku (dane nie publikowane).

Zmiany histopatologiczne stwierdzone w najadrzu
trzynastoletniego zubra mialy charakter wytworczy,
rozwijaly sig¢ w procesie przewleklego zapalenia.
Swiadcza o tym widoczne w preparatach komorki plaz-
matyczne, ktorych obecnos¢ potwierdzono barwieniem
metoda Bracheta. Rozrost tkanki facznej zrebu najad-
rza rowniez przemawiat za przewleklym zapaleniem
wytworczym. Identyfikacja ognisk nietypowych dla
struktur najadrza zubra oparta na metodach barwienia
histologiczego nastr¢cza trudnosci. Immunohistoche-
miczna ocena opisanych skupisk komoérek w najadrzu
nie data wiazacych rozstrzygni¢¢ odnosnie do ich cha-
rakteru. Dodatni wynik barwienia w kierunku wykry-
cia receptoroOw wimentyny pozwolil jedynie na przy-
puszczenie, ze komorki te maja pochodzenie mezen-
chymatyczne, jednakze wyglad struktur w postaci
zespotu komorek o wygladzie epitelioidnym wyraz-
nie wskazuje na mikroziarniniaki utworzone przez
komorki nabtonkowate. Te przeksztatcone makrofagi
nie zachowuja markeré6w charakterystycznych dla
osiadtych makrofagow, takich jak CD 68 czy Mac 387
(14, 16). O wiasciwosciach zernych badanych komo-
rek moze §wiadczy¢ obecno$¢ plemnikow w obszarze
badanych ognisk. Prawdopodobne jest, ze pod wpty-
wem nieznanego czynnika zapaleniotworczego doszto
do uszkodzenia kanalikéw najadrza i ich fagocytozy.
Mozliwe jest rOwniez niszczenie kanalikow najadrza
przez biatka komorek nabtonkowatych, na skutek
czego nastapilo przemieszczenie plemnikow do zrgbu
najadrza (11). Nieznany jest czynnik, ktory spowodo-
walby tego typu zmiany. Potencjalnym patogenem,
ktory u przezuwaczy wywotuje zmiany w jadrze i na-
jadrzu, jest Brucella abortus. Dotychczasowe badania
majace na celu wykrycie zakazenia ta bakteria wyklu-
czaja jednak jej udziat w patogenezie chordb u zubrow
w Polsce (5), a zatem pochodzenie zmian, ktore stwier-
dzono w najadrzu pozostanie nieznane, lecz pewny jest
ich charakter wytworczy.
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