Sesja 5

Aspekty immunologiczne inwazji
pasozytniczych






Wiadomosci Parazytologiczne 2007, 53 (suplement), 85 Copyright© 2007 Polskie Towarzystwo Parazytologiczne

Modulacyjny wplyw inwazji Heligmosomoides polygyrus
na przebieg zarazenia Cryptosporidium parvum u myszy
C57BL/6

Modulatory effect of Heligmosomoides polygyrus invasion
on course of Cryptosporidium parvum infection

Malgorzata Bednarska, Anna Bajer i Edward Sinski

Zaktad Parazytologii, Instytut Zoologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa;
E-mail: mabed @biol.uw.edu.pl

Cryptosporidium parvum jest pierwotniakiem stwierdzanym w populacjach dziko zyjacych gryzoni, za-
zZwyczaj u zwierzat zarazonych rownoczesnie innymi pasozytami. Inwazje te sa chroniczne, co sprzyja diu-
gotrwatemu skazaniu srodowiska zewngtrznego, a moze by¢ uwarunkowane obecnoscia innych pasozytow.

Przeprowadzone badania sg pierwszymi probami przesledzenia koinwazji C. parvum i nicienia H. poly-
gyrus w warunkach doswiadczalnych. Okreslono dynamike zarazenia C. parvum u myszy z inwazjg C. pa-
rvum, koinwazja C. parvum/H. polygyrus oraz liczbe dorostych nicieni H. polygyrus w jelicie zarazonych
myszy. Jako parametry odpowiedzi immunologicznej oznaczono poziom wytwarzania IFN-y i odsetek ko-
morek, ktére go syntetyzujg oraz koncentracje IL-12 w Sluzéwce jelita.

W przebiegu zarazenia C. parvum u myszy stwierdzono typowg dla tego pierwotniaka infekcje zakoriczo-
ng usunieciem pasozytow z organizmu zarazonych zwierzat. W przebiegu zarazenia C. parvum u myszy z ko-
inwazjg H. polygyrus po wystapieniu fazy ostrej inwazji stwierdzono w kolejnych tygodniach chroniczne za-
razenie pierwotniakiem. Poziom IFN-y badany w mysich splenocytach takze byt rézny w zaleznosci od gru-
py eksperymentalnej. Wytwarzanie IFN-y w grupie myszy z koinwazja nie odbiegato od wartosci kontrol-
nych i fakt jest przypuszczalnie efektem modulacyjnego dzialania nicienia i wptywa ostatecznie na przedtu-
zenie czasu inwazji C. parvum. Wzrost stezenia IL-12 w §luzéwce zanotowano we wszystkich grupach eks-
perymentalnych.

Badania byly finansowane z grantu KBN 6 P04C 097 21
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Adaptacja metody western-blottingu do badania antygenow
larw L1 Hypoderma bovis

Adaptation of Western-blott method for examination
of Hypoderma bovis larvae antigen

Tomasz Cencek

Zaktad Parazytologii i Choréb Inwazyjnych Paidstwowego Instystutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Ba-
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Proteolityczne enzymy trawienne larw gzéw z gatunku Hypoderma bovis sg najsilniejszymi antygenami
tych pasozytéw, a jednoczesnie bardzo silnymi immunosupresorami. W badaniach nad wiasciwosciami tych
biatek i ich wptywem na uktad odpornosciowy zywicieli szeroko wykorzystywane sg techniki elektrofore-
tyczne. Szczegdlnie przydatng jest metoda elektroforezy natywnej umozliwiajgca rozdziat biatek wydzielni-
czych larw gzéw na 6-8 gtéwnych frakcji. Elektrotransfer na membrang nitrocelulozowg tak rozdzielonych
biatek stwarza jednak trudnosci i czgs¢ bialek antygenu w ogdle nie ulega przeniesieniu na membrane lub
przenoszona jest w stopniu niewystarczajacym. W odczynie westernblottingu (WB) brak jest wéwczas pet-
nej reakcji, a uzyskiwane wyniki analizy densytometrycznej sa niedoktadne i niepowtarzalne. Celem pracy
byta taka modyfikacja metody WB, ktéra pozwolitaby na uzyskiwanie skutecznego transferu bialek antyge-
nu H. bovis, nieprzenoszonych na membran¢ metodg klasyczng oraz uzyskiwanie powtarzalnych wynikow
w reakcjach z surowicg. Dla osiggnigcia tego efektu postanowiono biatka antygenu H. bovis rozdzielone me-
toda elektroforezy natywnej optaszczy¢ SDS-em bezposrednio w zelu (przed transferem) poprzez jego inku-
bacje w roztworze zawierajacym ten zwigzek. W efekcie przeprowadzonych doswiadczent okreslono, ze
optymalna temperatura wigzania SDS z czgsteczkami bialek wydzielniczych larw H. bovis wynosi ok. 70°C.
Stwierdzono, ze inkubacja zelu uzyskanego po elektroforezie natywnej w roztworze SDS w takiej tempera-
turze nie wptywa deformujaco na ten zel, a skutecznos¢ transferu rozdzielonych biatek na membrane nitro-
celulozowg znacznie wzrasta. W wyniku analizy densytometrycznej odczynu WB (przeprowadzonego z su-
rowicami krélikow immunizownych enzymami trawiennymi larw H. bovis) stwierdzono, ze tak opracowana
metoda charakteryzuje si¢ niskimi btgdami powtarzalnosci (CV% < 10%).
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Wplyw aktywnosci enzymatycznej bialek zawartych
w antygenie Hypoderma bovis na jego immunogennos¢

Influence of enzymatic activity of Hypoderma bovis crude
antigen proteins on the immunogenicity of the antigen
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Gléwnym celem podjegtych badan bylo okreslenie zaleznosci pomigdzy aktywnoscig proteolityczng enzy-
moéw trawiennych larw pierwszego stadium gzéw bydlecych Hypoderma bovis (i zwigzanymi z tym ich wia-
Sciwosciami immunosupresyjnymi) a ich zdolnoscia wywotywania swoistej odpowiedzi humoralnej u immu-
nizowanych zwierzat. Antygen bedacy przedmiotem badafi, zawierajacy te enzymy, otrzymano z larw L, H.
bovis izolowanych z kanatéw kregowych miodego bydta ubijanego w rzezni. Poprzez inaktywacj¢ PMSF
uzyskano antygen zawierajacy biatka o zredukowanej o ok. 90% aktywnosci enzymatycznej (antygen N).
Metodami elektroforetycznymi poréwnano wlasciwosci tego antygenu z antygenem zawierajgcym biatka ak-
tywne enzymatycznie (antygen A). Wykazano, ze antygeny N i A nie r6znily si¢ sktadem biatkowym ani wia-
Sciwosciami antygenowymi. Badania nad immunogennosciag antygenu N i A przeprowadzono na krélikach
biatych nowozelandzkich. Do immunizacji krélikéw zastosowano antygen A oraz inaktywowany antygen N.
Stwierdzono szybsze pojawianie si¢ swoistych przeciwcial i wyzsze miana u krélikéw immunizowanych an-
tygenem N. R6znice pomigdzy grupami byly wysoce istotne statystycznie. Stwierdzono réwniez, ze surowi-
ce krolikéw immunizowanych antygenem H. bovis wplywaja neutralizujgco na aktywnos¢ enzymatyczng
proteaz zawartych w tym antygenie. Silniejsze dzialanie neutralizujgce wykazaly surowice uzyskane od
krélikéw immunizowanych antygenem N. W przeprowadzonej pracy wykazano, ze pozbawienie wiasciwo-
Sci proteolitycznych i immunosupresyjnych biatek wchodzacych w sktad antygenu H. bovis, znacznie zwigk-
sza immunogennos$¢ tego antygenu, co powinno by¢ uwzgledniane przy konstrukcji ewentualnych szczepio-
nek.
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Heligmosomoides polygyrus zmienia poziom apoptozy
i odpowiedz limfocytow in vitro

Heligmosomoides polygyrus affects lymphocytes response
and apoptosis in vitro

Katarzyna Donskow-Schmelter', Justyna Rzepecka', Nadzieja Drela*
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Modyfikacja przebiegu odpowiedzi immunologicznej przez pasozyty uwazana jest za jeden z mechani-
zmow adaptacyjnych umozliwiajgcych zasiedlenie zywiciela. Wzbudzany stan immunosupresji lub aktywne;j
tolerancji przedtuzajg czas przezycia pasozyta w zywicielu. Badanie mechanizmdéw immunosupresji wywo-
tanej przez pasozyty ma duze znaczenie dla poznania reakcji hamujacych proces zapalny. Jednym z mecha-
nizmoéw wplywajacych na poziom odpowiedzi immunologicznej jest regulacja apoptozy réznych populacji
komérek. Sktad i aktywacja komorek moga by¢ regulowane przez czynniki pochodzenia pasozytniczego.

Podczas pierwotnego zarazenia myszy BALB/c nicieniem jelitowym H. polygyrus nast¢puje obnizenie
odpowiedzi immunologicznej. Badano, czy zmiany poziomu cytokin i proliferacji limfocytéw krezkowych
weztéw chlonnych korelujg z dynamika apoptozy tych komdrek oraz z poziomem tlenku azotu wydzielane-
go przez makrofagi stymulowane IFN-y podczas zarazenia myszy tym nicieniem. Tlenek azotu jest jednym
z czynnikOéw bezposrednio wywotujacych apoptoze, a jego produkcja jest hamowana w fazie enteralnej in-
wazji.

Po aktywacji limfocytéw in vitro antygenem wydalniczo-wydzielniczym nicienia stwierdzono zahamo-
wanie apoptozy, krétkotrwale wzmozong proliferacje i przejsciowy wzrost produkcji 1L-2, IL-4, IL-12p70,
TNF-o, IFN-y, i IL-10. Najwigcej komoérek podlegato apoptozie w okresie zwigkszonej produkcji tlenku azo-
tu i adaptacji larw inwazyjnych w fazie histotropowej inwazji. Hamowanie produkcji cytokin, zmniejszenie
poziomu apoptozy i proliferacji oznaczajg osiagni¢cie przez komorki stanu anergii lub obnizonej reaktywno-
sci wzbudzonej przez antygeny pasozyta. Wzrost produkcji IL-6, TGF-1 i MCP-1 nastepuje w okresie przy-
wracania kontrolnego poziomu apoptozy i ponownie obnizonej proliferacji komérek w fazie enteralnej inwa-
zji. Poprzez synchronizacj¢ produkcji cytokin i apoptoze komoérek H. polygyrus reguluje poziom odpowie-
dzi immunologicznej u myszy BALB/c.
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Apoptosis induction in rat hepatocytes after treatment with
Fasciola hepatica somatic proteins

Agnieszka Gajewska', Katarzyna Smaga-Kozlowska?, Luiza Jedlina-Panasiuk®
and Grzegorz Kotomski'

'Zaktad Parazytologii i Inwazjologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, SGGW, ul. Ciszewskiego 8,
02-786 Warszawa
“Instytut Parazytologii im. Witolda Stefariskiego PAN, ul. Twarda 51/55, 00-818 Warszawa

An induction of apoptosis in livers of Fasciola hepatica infected rats has not been investigated so far. In
the present study alterations in nuclei of hepatocytes exposed to parasite somatic protein fractions (TBS and
SDS extracts at concentration 0.4 and 1 mg/ml for 2, 24, 48 and 72 hrs) were measured using fluorescent
microscopy (DAPI) and flow cytometry techniques (kit APO-Brdu). A quantitative analysis of apoptotic cells
population was also carried out.

It was found that both the concentration and longevity of somatic proteins action have significant influ-
ence on apoptotic cells percentage. The higher concentration and longer time of incubation, the higher per-
centage of apoptotic cells was observed (after 72 hrs of TBS and SDS exposure 40%). Morphological
changes such as cell shrinkage and DNA condensation were observed from 48" hour of exposure to somatic
proteins.

In conclusion, results of the present in vitro study showed that the induction of apoptosis in hepatocytes
exposed to liver fluke somatic proteins fractions occurs. It is proposed that appearance of apoptotic cells in
hepatocytes population is due to the action of reactive oxygen species which are known to be inducers of pro-
grammed cell death (PCD).
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Chimeric Dr fimbriae as a vaccine against Toxoplasma gondii
infection
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The Toxoplasma gondii infection, usually asymptomatic in immunocompetent hosts may endanger life of
immunodeficient individuals like AIDS patients, transplant recipients or fetuses infected in utero. Both pri-
mary invasion and reactivation of chronic toxoplasmosis may prove serious. That is why the need of effec-
tive vaccine inducing strong, long-lasting protection against fetal infection and reactivation in immunocom-
promised humans is understood. Such a vaccine would also limit economical losses due to abortion in farm
animals.

The aim of this study was to test the immunogenic and immunoprotective activity of E. coli Dr chimeric
fimbriae bearing selected antigenic epitopes of three 7. gondii antigens (SAG1, GRA1 and MAGI), on
murine experimental model. For comparative analysis recombinant antigens produced in E. coli expression
system (SAGI1, GRA1 and MAGI) and polyvalent native antigen (TLA, Toxoplasma Lysate Antigen) were
used.

Obtained results revealed high protective efficacy of vaccine composed of recombinant antigens, where-
as chimeric Dr fimbriae proved non-protective. Immunization with recombinant antigens induced strong spe-
cific humoral response and prevented the 7. gondii DX brain cysts formation by 89%. This promising results
need further study and confirmation on other experimental models and farm animals.
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Studies on the immunological response of sheep vaccinated
intranasally with cysteine protease (CPFhW) of Fasciola
hepatica in the form of inclusion bodies and challenged with
fluke metacercariae
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The liver fluke Fasciola hepatica infects humans and farm animals worldwide. Sheep are very sensitive
to F. hepatica infections and may die if grazed in fluke areas in the absence of control programmes.

Our previous studies, have shown that a recombinant cysteine protease (CPFhW) of Fasciola hepatica
administered orally in the form of inclusion bodies confers significant protection against parasite challenge
in rats. In the present experiment we investigated the ability of CPFhW delivered intranasally to induce a T
cell (CD4+, CD 8+, CD 2+) response in the peripheral blood of sheep against subsequent challenge with F.
hepatica metacercariae. Three-month-old male and female Corriedale sheep were assigned into four groups
(two male and two female groups). One male and one female group of lambs were vaccinated intranasally,
in four week intervals, with two doses of CPFhW in the form of inclusion bodies. A month after the second
dose of the antigen, all groups of lambs were infected with 250 metacercariae per animal. During the subse-
quent 12 weeks after the challenge infection, blood leukocyte responses were measured in vaccinated and
control lambs using flow cytometry. The vaccinated lambs showed significantly higher responses of CD2+,
CD4+ and CD8+ cells than the challenge controls, with a peak at the second week post infection. The post
challenge neutrophil and eosinophil levels were also higher in the blood of vaccinated sheep than in non-vac-
cinated but infected controls.

The results obtained so far suggest that intranasal immunization with CPFhW in the form of inclusion
bodies may induce a significant cellular response in the peripheral blood of vaccinated sheep. However, these
assumptions must be further investigated.
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Acanthamoeba spp. u pacjentow z niedoborami
immunologicznymi

Acanthamoeba spp. in immunocompromised patients

Natalia Lanocha', Wanda KuZna-Grygiel', Ewa Marzec-Lewenstein’
i Tomasz Ociepa®

'Katedra i Zaktad Biologii i Parazytologii Medycznej, Pomorska Akademia Medyczna; E-mail: nlanocha@02.pl
*’Klinika Anestezjologii i Intensywnej Terapii, Pomorska Akademia Medyczna
*Klinika Pediatrii, Hematologii i Onkologii Dziecigcej, Pomorska Akademia Medyczna

W kwietniu 2007 r. z bronchoaspiaratu dwéch pacjentéw leczonych w Pomorskiej Akademii Medycznej
z rozpoznaniem zapalenia ptuc wyizolowano petzaki. Na podstawie cech morfologicznych trofozoitéw i cyst
pierwotniaki zaklasyfikowano do rodzaju Acanthamoeba.

Jednym z pacjentéw byt mezczyzna w wieku 53 lat, ktéry trafit do Kliniki Anestezjologii i Intensywnej
Terapii z ostrym wstrzasem septycznym z powodu zapalenia otrzewnej. Pacjent znajdowat si¢ w kryzie bla-
stycznej ostrej bialaczki szpikowej. Badania mikrobiologiczne wykazaly zakazenie bakteryjne i grzybami
Aspergillus krwi 1 drég oddechowych. Poniewaz w mikroskopowym badaniu parazytologicznym bronchoa-
spiratu stwierdzono obecnos¢ amebopodobnych komérek, z czgsci materiatu zalozono hodowle na podiozu
NN Agar. Po uptywie 72 godzin obserwowano na powierzchni podtoza liczne petzaki Acanthamoeba. Z uwa-
gi na wykrycie ameb do leczenia pacjenta wiaczono metronidazol. Po dwdéch tygodniach hospitalizacji cho-
ry zmart. Z fragmentéw pluc, mézgu, nerek i watroby pobranych podczas sekcji nie wyhodowano petzakéw.

Drugim pacjentem byt 15-letni chlopiec z ostrg biataczkg mieloblastyczng, po allogenicznym przeszcze-
pie szpiku, leczony na zapalenie ptuc. W hodowli zalozonej z bronchoaspiratu stwierdzono obecnos¢ ameb
z rodzaju Acanthamoeba. Po zastosowaniu antybiotykoterapii objawy zapalenia ptuc ustgpity. Wynik posie-
wu kontrolnego byt negatywny. Pacjent zostat wypisany z oddziatu.

Whiosek. Celowe jest badanie w kierunku akantamebozy u pacjentéw z immunosupresja, a zwlaszcza
Z rozpoznaniem zapalenia pluc.
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Wybrane wskazniki odpowiedzi immunologicznej u chorych
zarazonych Giardia intestinalis

Chosen indices of immune response in patients infected with
Giardia intestinalis
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Inwazje pasozytnicze sg dla ustroju Zrédlem obcych antygenéw oraz egzotoksyn, ktére wyzwalajq miej-
scowy lub ogdlnoustrojowy proces zapalny. Gléwnym mechanizmem obrony p/pasozytniczej jest cytoto-
ksycznos¢ komdrkowa zalezna od przeciwcial, w ktérej komorkami efektorowymi sg eozynofile. W przypad-
ku odpornosci p/pasozytniczej zaleznej od przeciwcial mozna wyrézni¢ kilka mechanizméw, ktére powodu-
ja blokadg receptora na powierzchni pasozyta, wywotuja bezposrednie uszkodzenie pasozyta poprzez akty-
wacj¢ uktadu dopetniacza, czy tez zwigkszajg produkcje IgE. Celem podjetych badan byta odpowiedz na py-
tania: czy zarazenie pasozytem G. intestinalis wptywa na wskazniki immunizacji oraz czy zastosowane le-
czenie przeciwpasozytnicze zmienia badane parametry?

Badaniami objeto 90 chorych (w wieku 18-72 lata) zarazonych Giardia intestinalis (58 kobiet i 32 mez-
czyzn). Rozpoznanie giardiozy ustalano w oparciu o obraz kliniczny, badanie parazytologiczne katu, ozna-
czanie swoistego biatka GSA-65 oraz na podstawie badania mikroskopowego tresci dwunastniczej. Krew do
badan pobierano przed rozpoczg¢ciem leczenia (G1), po dwdéch tygodniach od zakoriczeniu leczenia p/paso-
zytniczego (grupa G2) oraz po 2 miesigcach od zakonczenia leczenia (grupa G3). Grupe kontrolng (K) sta-
nowito 40 zdrowych oséb (w wieku 20-45 lat), (22 kobiety i 18 mezczyzn). Wykonano oznaczenia st¢zenia
catkowitego IgE, IL-5, IL-6 i IFN-y. Na podstawie przeprowadzonych badan wyciagnig¢to nastgpujgce wnio-
ski :

(1) Wzrost stezenia IgE, IL-5, IL-6 i IFN-y w przebiegu giardiozy swiadczy o znacznej immunizacji orga-
nizmu zywiciela.

(2) Przeprowadzone leczenie przeciwpasozytniczne w giardiozie znamiennie statystycznie obniza stgze-
nia IL-5 i IL-6.
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Toxoplasma gondii antibodies in domestic cats in an urban
area
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The invasion by the protozoan parasite, Toxoplasma gondii, is widely prevalent in humans and animals
throughout the world. Infected meat, organs and tissues of different animal species are basic sources of infec-
tion in cats. The aim of the investigation was to determine the prevalence of Toxoplasma gondii in a popula-
tion of domestic cats in an urban area of Olsztyn.

A total of 135 serum samples were examined. Examinations of anti-Toxoplasma gondii 1gG antibodies
were performed by a indirect agglutination test using the Toxo-Screen DA BioMerieux commercial test.
Serum samples were examined at two dilutions: 1:40 and 1:4000, and reading was performed twice, after 5
and 18 hours. Among cat serum samples collected in 2003, 70.6% of seropositive results and almost 24% of
negative results were recorded at a 1:40 dilution. At a dilution of 1:4000 the proportions of seropositive and
seronegative samples were 58.8% and over 35%, respectively. Among the cats examined in 2004, percent-
age of seropositive results was lower at a 1:40 dilution (65.2%) and higher (69.5%) at a 1:4000 dilution, com-
pared with the previous year. The results of two-year studies show that cats bred under different conditions
(nourishment and care differentiation) in the city of Olsztyn have contact with different forms of invasive 7.
gondii. The high percentage of seropositive results at a 1:40 dilution (65.9%) suggests a past invasion, and
the high percentage of seropositive cases at a 1:4000 dilution (68.1%) indicates a current or recent toxoplas-
mosis process. This suggest that there is a permanent source of 7. gondii invasion in the living environment
of the cats. Due to the lack of accurate data about the living conditions and nourishment of the cats exam-
ined in the study, it would be difficult to state that the only pathway of parasite transmission was infected
meat.
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Wplyw lipopolisacharydéw na apoptoze i nekroze limfocytow
w przebiegu inwazji Trichinella spiralis u myszy

Effect of lipopolysaccharide on the lymphocytes apoptosis
and necrosis in Trichinella spiralis infected mice
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Immunomodulujgce wiasciwosci lipopolisacharydéw (LPS) wykorzystano w celu okreslenie poziomu
limfocytéw apoptotycznych i nekrotycznych w sledzionie, weztach chtonnych krezkowych oraz w naciekach
migsniowych myszy zarazonych larwami 7. spiralis. Badania przeprowadzono na 142 myszach (CFW), ktére
podzielono na 3 grupy: I — zwierzeta zarazone per os 200 larwami T. spiralis, Il — myszy, ktérym podano
LPS (Lipopolisacharydy E. coli 055:B5, Sigma), 25ug/mysz, jednorazowo, dozylnie, 24 godz. przed zaraze-
niem 7. spiralis, oraz grupa III — kontrolna dla podawanych LPS. Limfocyty uzyskane z badanych narza-
dow w 7, 14, 21, 28, 35, 42 1 60 dniu po zarazeniu (dpz) inkubowano z Annexin-V-Fluos Staining Kit (Ro-
che Diagnostic). Reakcje odczytywano w cytometrze przeptywowym FACS Calibur (Becton Dickinson).

W grupie I najwigcej komodrek apoptotycznych stwierdzono w 7 dpz w Sledzionie (33,7%) 1 w weztach
chtonnych krezkowych (34,5%) oraz w 14 dpz wsréd komoérek nacieku migsniowego (28,2%). Najwyzszy
poziom limfocytéw nekrotycznych zanotowano: w 7 dpz w §ledzionie (25,3%), w 28 dpz w weztach chton-
nych krezkowych (6,8%), oraz w 21 dpz w migSniach (6,2%). W grupie II wzrost liczby limfocytéw apop-
totycznych, wystapit w Sledzionie we wszystkich terminach badan, (najwyzszy ich odsetek notowano w 28
dpz — 43,1%). W wezlach chtonnych krezkowych w 7 dpz obserwowano obnizenie apoptozy (17,2%), a jej
wzrost wystapit w 28 dpz (23,7%), podobnie jak w mig¢sniowych naciekach zapalnych (38,5%). Natomiast
najwigcej limfocytéw nekrotycznych zanotowano: w 14 dpz w sledzionie (1,4%), w 7 dpz w weztach chton-
nych krezkowych (1,6 %) oraz w 21 dpz w naciekach mig¢sniowym (6,7%). U zwierzat zdrowych, poziom
limfocytéw apoptotycznych dochodzit w §ledzionie do 22%, w weztach chlonnych krezkowych — 20,6%,
a mig¢Sniach — 2%. Limfocytéw nekrotycznych w sledzionie notowano Srednio 0,7%, w wezlach chtonnych
krezkowych 0,5%, a w miesniach 0,8%. Srednia liczba larw miesniowych obliczona w 60 dpz wynosita
23 530 (£ 4 748,0) w grupie I 1 22 4500 (x 4365,0) w grupie Il (otrzymujacej LPS).

Badania wykazaty, ze podawany LPS u zwierzat zarazonych 7. spiralis zwigksza odsetek limfocytéw
apoptotycznych w sledzionie, obnizajac jednoczesnie odsetek komérek nekrotycznych zar6wno w sledzionie
jak i w weztach chtonnych krezkowych. Natomiast wsréd limfocytéw miesniowych naciekéw zapalnych wy-
wotuje wzrost nekrozy we wszystkich terminach badari.

Badania finansowane przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, projekt badawczy nr 2 PO6K 01727
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Wstep

Jedynym znanym przedstawicielem rodzaju Trypanosoma, wystepujacym w krwi bydta Europy Srodko-
wej jest Trypanosoma theileri Laveran, 1902. Jego wektorami moga by¢ owady z rodzaju Haematopota, Hy-
bomitra i Tabanus, kleszcze Hyalomma anatolicum. W Europie izolacje T. theileri od bydla opisano m. in.
w: Belgii, Niemczech, Francji, Wtoszech, Anglii i Szkocji. Obecnos¢ T. theileri w Polsce stwierdzili jedynie
Demiaszkiewicz i Lachowicz.

Material i metody

W czasie badan prowadzonych w Zaktadzie Prewencji i Immunologii Weterynaryjnej dotyczacych wpty-
wu interferonu-tau (IFN-tau) na stymulowane mitogenami komérki mononuklearne w hodowli in vitro przy-
padkowo stwierdzono kontaminacje prob pierwotniakami, ktére pézZniej zdiagnozowano jako T. theileri.
Krew pobrano od 6 klinicznie zdrowych jaléwek w wieku 6-7 miesiecy z podwroctawskiego gospodarstwa
specjalizujacego si¢ w produkcji mlecznej. Do badan zastosowano klasyczng technike izolacji limfocytow
w gradiencie gestosci. W dniu zaktadania hodowli od wszystkich badanych kréw wykonano standardowe
rozmazy z krwi peinej do rutynowego badania hematologicznego.

Wyniki i oméwienie

Po 72 godzinach w czasie kontroli hodowli w mikroskopie odwréconym u jednego osobnika w jednym
dotku ptytki mikrotitracyjnej (komérek traktowanych IFN-tau) stwierdzono obecnos¢ zywych i bardzo ru-
chliwych wiciowcéw. Po wykonaniu rozmazéw 1 utrwaleniu w metanolu oraz wybarwieniu metodg May
Griinwalda Giemsy na podstawie pomiarOw morfometrycznych, pierwotniaki oznaczono jako Trypanosoma
theileri.
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Cryptosporidium species are intracellular parasitic protozoans which infect the gastrointestinal, biliary
and respiratory tract of wide range of vertebrates including mammals. In human they cause gastroenteritis
and diarrhea that are self-limited in immunocompetent persons but potentially life threatening in immuno-
compromised individuals, especially those with AIDS.

The purpose of this study was to evaluate prevalence of infection with Cryptosporidium depending on the
CD4 T-cell count in HIV-infected women. The study was conducted in the years 2002-2004. We examined
37 women (19-65 years old). In 11 (30%) diagnosis of AIDS was established from other reasons than cryp-
tosporidiosis. Mean CD4 T-cell count were 403 cells/mm’ (range 15-1474). Stool samples were examined by
wet smears analyzing for the Cryptosporidium, by stained with modified Ziehl-Neelsen technique, enzyme
immunoassay tests and the direct immunofluorescent detection procedure. Some of the specimens were ana-
lyzed by PCR technique.

Cryptosporidial infection was found in 7 (19%) women (26-44 years old) of the study populations; 3 of
them were with previous AIDS diagnosis. The course of Cryptosporidium infection depends on the state of
the human immunological system. In this group the number of CD4 T-cell was low, ranged 15-262 cells/mm*
(mean 99). Only in 1 case CD4 T-cell was counted 440 cells/mm’.

In Europe, HIV infections through heterosexual contact are increase, and the rate of HIV-infected women
rise steadily. Therefore, opportunistic parasites, such as Cryptosporidium sp. may be serious problem in this
population in the future.



