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PRZECHOROWANIU ZAKAZENIA STREPTOCOCCUS EQUI
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Streszczenie. Fagocytoza jest podstawowa funkcja neutrofildow, monocytow oraz makrofagow
tkankowych. Proces fagocytozy i tym samym jej efektywno$¢ ograniczane sa znacznie w przy-
padku zakazen koni Streptococcus equi. Mata efektywnos$¢ identyfikacji zolz oraz niska sku-
teczno$¢ w leczeniu koni zarazonych S. equi zwigzana jest z trudno$ciami w rozpoznaniu
bezobjawowych nosicieli. Celem pracy byto poréwnanie przebiegu procesu fagocytozy neutro-
filow 1 monocytow krwi ktusakéw rasy Standard bread klinicznie zdrowych z klusakami, ktore
przechorowaty zakazenie Streptococcus equi. Aktywnos$¢ fagocytarna okreslano wykorzystujac
PhagoTest® i cytometri¢ przeptywowa. Materiatem do badan byta krew pobrana na heparyne od
13 klaczy, ktore przechorowaly streptokokoze wywotana S. equi 1 od 12 klaczy, u ktorych nigdy
nie obserwowano klinicznych objawow tej choroby. Wykazano statystycznie istotnie wigksza
koncentracj¢ monocytow we krwi klaczy zdrowych. Nie wykazano statystycznie istotnych roz-
nic w liczebnosci limfocytow i neutrofiléw. Odnotowano mniejsza aktywno$¢ fagocytarng (fluo-
rescencj¢) zarowno neutrofilow (P = 0,049), jak i monocytow (P = 0,006), a takze odsetek
eozynofilow we krwi klaczy ozdrowiencow. U tych klaczy zaobserwowano takze wigksza kon-
centracj¢ komorek E. coli wokot fagocytujacych neutrofilow i monocytow. Mniejsza aktywno$¢
uktadu immunologicznego klaczy, ktére przechorowaly zakazenie, moze wynika¢ z ich bezob-
jawowego nosicielstwa S. equi, a badanie aktywnosci fagocytarnej neutrofilow i monocytow
krwi koni moze by¢ pomocne w diagnozowaniu bezobjawowego nosicielstwa S. equi.

Stowa kluczowe: cytometria przeptywowa, fagocytoza, klacz, Streptococcus equi

WSTEP

Fagocytoza jest typowym elementem obronnym organizméw wielokomoérkowych. Jest
ona podstawowa funkcja neutrofiléw, monocytéw oraz makrofagdéw tkankowych, jak row-
niez jest gldownym powodem obecnosci tych komorek w ognisku zapalnym.
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W przypadku zakazen koni Streptococcus equi efektywno$¢ procesu fagocytozy jest
ograniczona. Streptococcus equi wypracowatl rozne sposoby ograniczajace skuteczno$é
zwalczania infekcji przez atakowany organizm. Streptococcus equi (S. equi ssp. equi) na-
lezy do paciorkowcdéw grupy C Lancefield’a. Powoduje ostre lub przewlekte zapalenie
weztow chlonnych okolic glowy i szyi. U koni bakteria ta jest przyczyng zotzy, choroby
o przebiegu epidemicznym.

Na podstawie badan na poziomie DNA, S. equi sp. equi zostal uznany za archetyp
Streptococcus zooepidemicus (ssp. zooepidemicus), przyczyniajacy si¢ do powstania pier-
wotnych schorzen (ropnych zapalen) bton sluzowych u wielu gatunkéw ssakow. Pomimo
ogromnego postepu badan nad epizootiologig tego schorzenia oraz opracowania nowych
metod identyfikacji i leczenia, zolzy ciagle sa jednym z najczesciej odnotowywanych
schorzen koni na catym $§wiecie [Tiwari 1 in. 2007].

Mata efektywnos¢ identyfikacji zotz oraz niska skutecznos¢ w leczeniu koni zarazo-
nych S. equi zwigzana jest z trudno$ciami w rozpoznaniu bezobjawowych nosicieli.

Jedng z metod wykorzystywanych do okreslenia zdolnosci fagocytarnych komorek jest
cytometria przeptywowa [ Wozniak-Kosek i in. 2003]. W obrazie cytometrycznym krwi ob-
wodowej mozna wyrdznic trzy populacje krwinek biatych: granulocytow, monocytow i lim-
focytow. Dzigki mozliwosci wybrania pewnych obszarow obrazu (tzw. bramek) mozliwa
jest analiza fluorescencyjna okreslonych populacji leukocytéw [Chanter 1997].

Celem pracy bylo porownanie przebiegu procesu fagocytozy neutrofilow i monocytow
krwi klusakow rasy Standard bread klinicznie zdrowych z ktusakami, ktore przechoro-
waty zakazenie Streptococcus equi.

MATERIAL I METODY

Materiatem do badan byta krew pobrana na heparyng¢ od 13 klaczy, u ktérych miesiac
wczeséniej zakonczono antybiotykoterapi¢ spowodowang zdiagnozowang zotza, i od 12
klaczy, u ktorych nigdy nie obserwowano klinicznych objawow tej choroby. Odpornosé
komorkowa niespecyficzng ustalono wykonujac test fagocytarny metodg cytometryczng.

Do oceny fagocytozy w komérkach krwi petnej wykorzystano zestaw PhagoTest® firmy
Becton Dickinson (BD). Przygotowane probki analizowano za pomocg cytometru przeply-
wowego FASCalibur (BD), wyposazonego w laser niebieski o dtugosci swiatta 466 nm.

Proby do oceny cytometrycznej przygotowano zgodnie z procedurg zalecang przez
producenta testu.

Analiz¢ danych przeprowadzono w nastgpujacy sposob:

1) na wykresie kropkowym (dot plot), przedstawiajacym ziarnisto$ci komorek w stosunku
do wartosci czerwonej fluorescencji PI (SSC vs. FL2), wyodrgbniono populacje komorek
krwi obwodowej usuwajac z dalszej analizy agregaty bakterii i resztki jader komérkowych;

2) na podstawie wykresu wielkosci i ziarnistosci komoérek (FSC vs. SSC) wyr6zniono po-
pulacje neutrofilow, monocytéw oraz nieanalizowanych w dalszych etapach limfocytow;

3) zjawisko fagocytozy oceniano ilosciowo (odsetek komorek fagocytujacych) i jako-
$ciowo ($rednia intensywnos¢ fluorescencji), oddzielnie dla neutrofilow i dla monocytow
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w obszarze wyznaczonym kontrolg negatywng. Za takg przyjmowano wynik analizy pro-
bki inkubowanej w temperaturze 0°C. Na tym samym wykresie oceniano odsetek komo-
rek fagocytujacych i srednig intensywnos$¢ fluorescencji FITC bedacej wyznacznikiem
intensywnosci fagocytozy. Dla ujednolicenia wynikoéw, w oparciu na kontroli negatywnej,
ustawiano stalty marker M1, w obrebie ktérego oceniano $rednig intensywno$¢ fluores-
cencji oraz odsetek komorek fagocytujacych. W celu eliminacji wpltywu przypadkowej
réznorodnosci wynikow kontroli negatywnej na wynik ilosciowy pomiaru, od odsetka ko-
morek fagocytujacych w temperaturze 37°C odejmowano odsetek komorek znajdujacych
si¢ w obrebie markera M1 z kontroli negatywnej, traktujac je jako wynik niespecyficzny.

Z prob krwi przygotowanych do badan cytometrycznych wykonano takze preparaty cy-
tologiczne. W tym celu zawiesiny komoérek wirowano w cytowirowce CytoSpin3
(1000 obr./min, 5 minut, Shandon, Shandon Scientific Ltd, Anglia), wykonujac po jed-
nym preparacie z kazdej probki. Rozmazy suszono w temperaturze pokojowej, a nastep-
nie dodatkowo utrwalono, spryskujac alkoholem etylowym (80%). Tak przygotowane
preparaty przechowywano w temperaturze 4°C bez dostgpu $§wiatta. Dokumentacj¢ foto-
graficzng wykonano za pomocg systemu Cell (Imaging Software System, Olympus).

Ze wszystkich prob krwi wykonano rozmazy na szkietku podstawowym. Preparaty
barwiono metoda Giemzy, a nastgpnie w mikroskopie $wietlnym liczono odsetek po-
szczegblnych krwinek biatych.

Zgodno$¢ rozktadu danych eksperymentalnych z rozktadem normalnym sprawdzano
testem Shapiro-Wilksa. Réznice pomiedzy wynikami oceniano za pomoca nieparamet-
rycznego testu U Manna Whitneya. Analizy wykonywano za pomocg oprogramowania
Statistica®6.0 (StatSoft). Warto$¢ P ponizej 0,05 uwazano za istotng statystycznie.

WYNIKI I DYSKUSJA

Na podstawie wynikow otrzymanych z cytometru przeptywowego (rys. 1) wykazano
statystycznie istotne réznice (P = 0,04) w koncentracji monocytow, ktorych byto wiecej
we krwi klaczy zdrowych. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w liczebnos$ci lim-
focytow i neutrofilow we krwi obwodowej badanych grup klaczy. Odnotowano natomiast
nizszg aktywnosc¢ fagocytarng [fluorescencje] zardéwno neutrofilow (P = 0,049), jak i mo-
nocytow (P = 0,006) krwi klaczy, ktore przechorowaty streptokokoze (tab. 1).

Proby krwi, przygotowane zgodnie z zaleceniami cytometrii przeptywowej, analizo-
wano takze w mikroskopie fluorescencyjnym (rys. 2).

Wykazano, ze wokot fagocytujacych neutrofilow i monocytoéw liczba komorek E. coli
u klaczy zdrowych wynosita §rednio 11, natomiast u ozdrowiencow — 23. Z kolei na pod-
stawie wykonanych rozmazow krwi petnej obwodowej wykazano statystycznie istotne
réznice tylko pomigdzy odsetkiem eozynofilow (P = 0,000004; tab. 2). Ich koncentracja
u klaczy, ktore przechorowaty streptokokozg, byta czterokrotnie mniejsza.

Zootechnica 9 (4) 2010
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Tabela 1. Liczebno$¢ i aktywno$¢ fagocytarna leukocytow klaczy zdrowych (n = 12)
i ozdrowiencow (n = 13)
Table 1. Number and phagocytic activity of leucocytes in healthy mares (n = 12) and the
recovered ones (n = 13)

Miara Klacze po przebytej
Parametry badane statystyczna Klacze zdrowe streptokokozie
Analysed parameters Statistical ~ Healthy mares Mares after streptococcal
measure infection

Odsetek limfocytow krwi 5 41,14 3832
obwodowej SD 1284 793 0,66
Blood lymphocyte percentage ’ ’
Odsetek neutrofilow krwi < 48,58 49.30
obwodowej SD 1351 1029 0,99
Blood neutrophil percentage ’ ’
Odsetek neutrofilow
fagocytujacych X 84,34 86,17 0.87
Phagocytosing neutrophil SD 11,70 8,31 >
percentage
Srednia intensywnos¢
fluorescencji w neutrofilach X 981,75 745,86 0.049
Mean fluorescence intensity SD 380,84 116,02 ’
in neutrophils
Odsetek monocytow krwi —
obwodowej X 4,64 3,68 0,04

SD 1,44 1,26
Blood monocyte percentage
Odsetek monocytow
fagocytujacych x 45,08 4471 0.87
Phagocytosing monocyte SD 10,23 8,98 i
percentage
Srednia intensywnos¢
fluorescencji w monocytach X 871,38 680,31 0.006
Mean fluorescence intensity SD 175,90 120,05 ’

in monocytes

X — $rednia arytmetyczna badanego parametru, SD — odchylenie standardowe, P — istotnos¢
statystyczna.
X — arithmetical mean, SD — standard deviation, P — statistical significance.

Zmniejszona zdolno$¢ do pochtaniania drobnoustrojow przez neutrofile i monocyty we krwi
obwodowej moze wskazywac na niedojrzatos¢ morfologiczng tych komoérek. U klaczy ozdro-
wiencow stwierdzono zmnigjszenie liczby monocytow we krwi obwodowej, natomiast nie
stwierdzono istotnych zmian w odsetku neutrofiléw. Infekcja S. equi wywoluje proces zapalny
toczacy si¢ pierwotnie w obrebie blon Sluzowych nozdrzy, a nastepnie weztdw chtonnych, do
ktorych z krwi obwodowej wedruja glownie neutrofile. Mechanizmem kompensujacym uby-
tek neutrofiléw we krwi obwodowe;j jest zwigkszona ich produkcja w szpiku kostnym [May
i Machesky 2001]. W rozmazach krwi klaczy, ktore przechorowaly streptokokoze, widoczne
byly liczne neutrofile niedojrzate morfologicznie. Odsetek neutrofilow krwi obwodowej u kla-
czy zdrowych i ozdrowiencéw nie roznit si¢ statystycznie istotnie, co wskazywatoby na kom-
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pensacyjng ich produkcje w szpiku kostnym. Neutrofile u klaczy ozdrowiencow wykazywaly
mniejszg zdolnos¢ do trawienia drobnoustrojow, ktora charakterystyczna jest dla komorek nie-
dojrzalych czynnosciowo. Zmniejszenie liczby monocytow we krwi obwodowej klaczy chorych
spowodowane moglo by¢ ukierunkowang wedréwka tych komorek do miejsca zapalenia, co wy-
kazali réwniez inni autorzy [Bertram i in. 1982].

L

[ PhagoTest®, krew kofiska; Cell (Soft kmaging System), Ohmpus

Rys. 2. Fagocytoza komoérek krwi klaczy. Fagocyty ozdrowienca — strona lewa, klaczy
zdrowej — strona prawa i §rodek
Fig. 2. Phagocytosis performer by mare’s blood cells. Phagocytosis by blood cells of con-
valescent mare — left site, phagocytosis by blood cells of heath mare — right site

U klaczy, ktore przechorowaty streptokokoze, stwierdzono zmniejszong zdolno$¢ do
pochtaniania drobnoustrojow przez komorki zerne we krwi obwodowej (tab. 1), ale che-
motaksja E. coli w kierunku fagocytow bylta wicksza (rys. 2). Streptococcus equi wiaze si¢
z odpowiednimi ligandami do komérek gospodarza, co doprowadza do zablokowania re-
ceptorow, niezbgdnych komorkom fagocytujacym do skutecznego przeprowadzenia pro-
cesu niszczenia bakterii [Sweeney i in. 2005].

Ograniczenie zdolnosci fagocytarnej neutrofilow spowodowane jest wspotdziataniem czyn-
nikdéw zjadliwosci patogenu. W efekcie tworza si¢ kolonie paciorkowcdéw w postaci dtugich
tancuchow oraz stwierdza si¢ obumierajace neutrofile [ Timoney 2004]. Czynnikiem zjadliwo-
$ci S. equi, ktory mogh wplyna¢ na ograniczenie fagocytozy konskich neutrofiléw, jest otoczka
wytwarzana przez szczepy powodujace zotzy. Otoczka znacznie zmniejsza liczbe rozpozna-
wanych a nastepnie trawionych przez neutrofile komorek bakteryjnych. Zwigksza ona takze fa-
dunek negatywny oraz hydrofilno$¢ powierzchni komorki bakteryjnej, stwarzajac srodowisko
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chronigce aktywne proteazy oraz toksyny, takie jak streptolizyna S. Otoczka odpowiedzialna jest
takze za aktywnos¢ biatka SeM, jak i prawdopodobnie innych biatek powierzchniowych S. equi.
Szczepy bezotoczkowe o zmniejszonej zjadliwosci, wykazujace normalny poziom ekspresji
biatka SeM, sa efektywniej fagocytowane niz otoczkowe. Neutrofile konskie inkubowane
z otoczkowym supernatantem S. equi stawaty si¢ niezdolne do chemotaksji [Timoney 2004].

Tabela 2. Leukogram biatokrwinkowy klaczy zdrowych (n = 12) i ozdrowiencow (n=13)
Table 2. Leukogram of healthy mares (n = 12) and the recovered ones (n = 13)

Miara Klacze po przebytej

Parametry badane statystyczna Klacze zdrowe streptokokozie P
Analysed parameters Statistical ~ Healthy mares Mares after streptococcal

measure infection
Neutrofile X 45,49 42,30 030
Neutrophils SD 8,40 9,36 ’
Eozynofile X 7,05 1,71
Eosinophils SD 2,43 123 0,000004
Bazofile X 0,03 0,00 0.34
Basophils SD 0,11 0,00 >
Monocyty X 0,25 0,07 0.59
Monocytes SD 0,58 0,16 ’
Duze limfocyty X 4,78 3,91 030
Large limphocytes SD 3,24 1,03 >
Mate limfocyty X 41,93 51,62 0.05
Small limphocytes SD 12,28 10,10 >
Suma limfocytow X 46,73 55,53 0.05
Total limphocyte count SD 10,94 10,30 K

X — $rednia arytmetyczna badanego parametru, SD — odchylenie standardowe, P — istotnos¢
statystyczna.
¥ — arithmetical mean, SD — standard deviation, P — statistical significance.

Receptory integrynowe warunkujace wedrowke komorek zernych do miejsca zapalenia
wymagajg uprzedniego zwigzania z fibronektyng. Zdolnos¢ S. equi do wiazania fibronektyny
moze, z jednej strony, wptywac na adhezje bakterii do komoérek gospodarza, z drugiej two-
rzy¢ pomost pomi¢dzy komorka bakterii a fagocytem. Potaczenie fagocytu z fibronektyng
powoduje unieruchomienie leukocytow w miejscu zapalenia. Zatem caly cykl przemian mo-
nocytéow krwi obwodowej w fagocyty tkankowe zalezy m.in. od aktywacji receptorow in-
tegryny i warunkuje funkcje zerne powstatych z nich makrofagéw [Meehan i in 2001].

Konie, ktore wyzdrowiaty, moga stac si¢ statymi bezobjawowymi nosicielami S. equi
i zaraza¢ wrazliwe osobniki, przyczyniajac si¢ tym samym do rozprzestrzeniania choroby
[Lewis i in. 2008]. Mniejsza aktywnos$¢ uktadu immunologicznego klaczy, ktore prze-
chorowaty zakazenie, moze wynikaé z ich bezobjawowego nosicielstwa S. equi.

Badanie aktywno$ci fagocytarnej neutrofilow i monocytow krwi moze byé pomocne
w diagnozowaniu bezobjawowego nosicielstwa S. equi u koni.

Sktadamy podzigkowania dla Pana Profesora dr. hab. n. med. Wenancjusza Domagaty
i Pana Lestawa Lukawskiego, lekarza weterynarii za udzielong pomoc w zrealizowaniu pracy.
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INNATE NON-SPECIFIC IMMUNITY IN CLINICALY HEALTHY
STANDARD BREED MARES AFTER STREPTOCOCCUS EQUI INFECTION

Abstract. Phagocytosis is an elementary function of neutrophils, monocytes and tissue macrophages.
The process on its own as well as its efficiency is significantly limited in case of Streptococcus equi
infections in horses. Strangles diagnosis and poor effectiveness of treatment is due to difficulties in
identification of asymptomatic hosts. The aim of this study was to compare the course of neutrophil
and monocyte phagocytosis in clinically healthy horses after Streptococcus equi infection versus con-
trol group. The phagocytosis activity was determined by means of PhagoTest® and flow cytometry.
The blood was obtained from 13 mares recovered from streptococcal infection caused by S. equi and
12 mares which never demonstrated clinical symptoms of this disease. A statistically significant dif-
ference was shown in blood monocytes concentration in control group. There were no statistically sig-
nificant differences between the amount of lymphocytes and neutrophils. Lower phagocytosis activity
(fluorescence) was observed among neutrophils (P = 0.049) and monocytes (P = 0.006) in recovered
mares. Moreover, the percentage of eosinophils was also lower in this group, while the chemotaxis
was enhanced. Limited immunological response in the recovered mares may be due to asymptomatic
carrier state of S. equi. Therefore, the determination of neutrophil and monocyte phagocytic activity
may be useful in diagnosis of asymptomatic S. equi infections.
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