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REZUMAT

Trichineloza este caracterizata constant de eozinofilie sangvina crescuta

Eozinofilele provenind de la pacienti cu eozinofilie sangvina de diverse cauze (inclusiv parazitare) sunt diferite de cele ale indivizilor
normali dintr-o multime de privinte, inclusiv modificari morfologice.

Am evaluat modificarile morfologice ale eozinofilelor sangvine la pacientii cu forme grave de trichineloza.

Anomalii ale nucleilor, vacuolizare citoplasmatica, degranulare si cresterea taliei celulare sunt modificarile observate care corespund
unei activari a eozinofilelor.
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ABSTRACT ——

Trichinosis is characterized by high levels of peripheral eosinophilia

Eosinophils from patients with peripheral blood eosinophilia due to a spectrum of underlying causes (i.e. parasitic diseases) appear
to be different than the ones from normal individuals with respect to a variety of parameters including morphological abnormalities.
We evaluated morphological changes in peripheral blood eosinophils from patients with severe trichinosis in muscular phase.

Abnormalities of the nuclei, cytoplasm vacuolation, degranulation and increased size were found and represent signs of eosinophil

activation.
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INTRODUCERE

Granulocitul eozinofil clasic descris de Paul
Ehrlich Tn 1879 si numit astfel datoritd afinitdtilor
sale tinctoriale a fost asociat cu trichinelozd Tncd
din 1898 de catre TR Brown, care face primele
numaratori seriate de eozinofile sangvine la un
pacient cu aceastd parazitozd (1). Se constatd o
asociere constantd a eozinofiliei sangvine cu tri-
chineloza care devine astfel element de diagnostic
paraclinic inca de la sfarsitul secolului al XIX-lea
(2). Clasic, eozinofilele sunt descrise ca fiind celule
cu nucleu bilobat, iar citoplasma este ocupatd in
proportie de 20% de granule. Eozinofilul are patru
populatii de granule, dintre care granulatiile specifice,

secundare, sunt cele mai numeroase, reprezentand
circa 95% din totalul granulelor (3).

Ele au afinitate pentru colorantii anionici
(eozina) datoritd continutului bogat de proteine
cationice si dau aspectul caracteristic granulo-
citelor eozinofile. Stimularea prin alergeni sau
antigene parazitare duce la declansarea unui rds-
puns imun de tip Th 2 caracterizat prin cresterea
secretiei de IgE, eozinofilie si mastocitoza (4).
Activarea eozinofilelor ca urmare a actiunii cito-
kinelor Th 2 (in special IL-5) are ca rezultat apa-
ritia unui fenotip special al acestora denumit
hipodens, care apare in special din cauza degranuldrii
eozinofilelor (5). Degranularea eozinofilelor prin
procesul denumit ,,piecemeal degranulation® duce
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la eliminarea unei pirti importante a continutului
proteic al acestora. Observarea morfologiei eo-
zinofilelor care provin din diverse boli caracteri-
zate de eozinofilie sangvind crescutd a ardtat mo-
dificdri ale acestora cand au fost comparate cu cele
provenite de la pacienti cu eozinofilie normald.

Astfel au fost observate hipersegmentarea nu-
cleului, vacuolizarea citoplasmei si degranularea
continutului (6). In lucrarea de fatd am urmdrit mo-
dificdrile morfologice ale granulocitelor eozinofile
din sangele periferic al pacientilor cu trichineloza
aflati in faza musculara.

MATERIALE SI METODE

Treizeci si unu de pacienti cu trichinelozd au
fost inclusi in studiu. Pacientii au fost recrutati din
doud spitale de boli infectioase din Bucuresti:
Spitalul de Boli Infectioase si Tropicale ,,Dr. Victor
Babes* si Institutul ,,Prof. Dr. Matei Bals“. Diag-
nosticul de trichinelozd s-a pus pe date de anamneza,
date ale examenului clinic obiectiv gi date de
laborator. Anamneza a presupus date epidemio-
logice si simptomele prezentate anterior prezentdrii
la spital cu precizarea cronologiei.

Epidemiologia a constatat ingerarea de carne
presupus infestatd, din surse proprii (gospoddria
locald), neverificatd prin examen trichineloscopic
si netratatd sau incomplet tratatd termic. De ase-
menea, s-a evidentiat existenta unor focare fami-
liale (trei la numar).

Simptomele anterioare examindrii au relevat pe
cele apartinind de faza intestinald a bolii (scaune
diareice) sau pe cele ale fazei tisulare a bolii.

Diagnosticul de laborator a fost axat in prin-
cipiu pe doi parametri: eozinofilia sangvind peri-
fericd §i diagnostic imunologic specific prin me-
toda ELISA.

Criteriile de excludere au fost: varstd mai mica
de 18 si mai mare de 80 de ani; aplazie medulard
(leucocite < 0,5 109/L); imunosupresie (infectie
HIV, neoplazii, tratament imunosupresiv); trata-
ment cu betablocante. Pacientii cu forme severe
de trichinelozd au fost selectati din totalul pacien-
tilor: au stat in spital mai mult de zece zile, au
avut simptomatologie severd cu Tmpiedicarea mar-
catd a miscdrilor din cauza mialgiilor sau aparitia
vreunei complicatii (cardiace, vasculare, neuro-
logice).

De la acesti pacienti s-au studiat la microscopie
opticd frotiuri de sdnge colorate dupd metoda
Giemsa.

REZULTATE

Am realizat un studiu morfologic asupra eozi-
nofilelor sangvine de la sase pacienti cu tri-
chinelozd gravd si eozinofilie cu valoare mediana
de 4676 celule/ml, comparativ cu donatori sa-
natosi cu valoarea mediand a eozinofiliei de 200
celule/ml.

Pe frotiurile examinate am identificat diferite
modificari morfologice specifice granulocitelor
eozinofile activate din stirile caracterizate cu hiper-
eozinofilii. Deoarece aceste modificari apar doar
la eozinofilele activate, le-am considerat o mésura
a activarii acestor celule. Am urmdrit modificdri
morfologice legate de nucleu, aspectul citoplasmei
si al granulatiilor secundare, specifice.

Modificdrile nucleare au fost constatate la un
procent mai mare de jumatate dintre celulele exa-
minate si sunt de doud feluri. Prima categorie de
modificdri nucleare constd in hipersegmentarea
acestuia. Se pot observa astfel celule cu nucleul
avand patru sau cinci lobi nucleari. O a doua clasd
de modificdri care priveste nucleul este repre-
zentatd de lipsa de segmentare a nucleului, care
are dimensiuni mai mari, cromatina mai putin con-
densati, ocupind o proportie mare a celulei. in
acest caz, forma nucleului, este de semilund sau
aproape sfericd.

Citoplasma eozinofilelor are frecvent un aspect
vacuolizat, cu vacuole de dimensiuni variabile si
care pot fi de la citeva pand la extrem de nume-
roase, suprapuse, dand un aspect spumos care
poate ocupa Intreaga citoplasmd. Frecvent se pot
observa aceste vacuole care se suprapun peste
imaginile nucleului fiind in acest caz si mai usor
de observat.

Aspectul cel mai frecvent Intalnit este acela de
eozinofile degranulate, in grade variabile. Astfel,
se pot 1ntalni celule cu slaba degranulare, dar si
celule cu aproape intregul continut granular absent,
cu citoplasma clard, des vacuolizatd. Granulele
restante sunt mai mici in dimensiuni decit la ce-
lulele pacientilor cu eozinofilie normald.

Cel mai des eozinofilele par si aiba dimensiuni
mai mari decat ale celor obisnuite.

Sunt prezentate si imagini cu granulocite eozi-
nofile din frotiuri de la pacienti cu eozinofilie
normald unde nucleul este tipic bilobat, citoplasma
fara vacuolizari, plind de granule secundare, de
dimensiuni mai mari.
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Figura 1

Se observa doud granulocite eozinofile, eozinofilul din
stdnga sus are un nucleu hipersegmentat (cu trei lobi),
citoplasmd cu intensa vacuolizare, mai ales
perinuclear, cu granule pufine si dimensiuni reduse.
Langd acesta se poate observa un alt eozinofil cu
nucleu nesegmentat, de mari dimensiuni, citoplasma
cu rare vacuolizari si cu granulatii mai numeroase.
Coloratie Giemsa obiectiv X 100, cu imersie.

Figura 3

Eozinofil cu nucleu hipersegmentat, citoplasma
vacuolizata si granule specifice putine (sdgeata).
Alaturi, un alt granulocit eozinofil cu nucleu mare, slab
segmentat si cu vacuolizare citoplasmaticd ce se
suprapune peste imaginea nucleului. Coloratie
Giemsa obiectiv X 100, cu imersie.

Figura 2

Doua granulocite eozinofile cu citoplasma vacuolizata,
cu continut scdzut de granule. Cel superior are nucleul
nesegmentat, iar cel inferior un nucleu bilobat aproape
tipic, de dimensiuni mai mari. Coloratie Giemsa obiectiv
X 100, cu imersie.

DISCUTII

Ideea larg raspanditd astizi conform careia
eozinofilul este o celuld complet dezvoltatd si ma-
turatd implicatd 1n protectia gazdelor impotriva pa-
razitilor isi are rddicinile in experimentele care au
dus la demonstrarea mecanismelor ce induc eozi-
nofilia sistemica.

Se stie ca toate mamiferele (mai putin unele
primitive) si chiar unii pesti raspund prin eozino-
filie la infestarea cu diversi paraziti multicelulari

(7).

Figura 4

Granulocit eozinofil de la subiect cu eozinofilie
normala. Nucleu caracteristic bilobat, citoplasma cu
abundente granulatii tipice eozinofile. Coloratie
Giemsa obiectiv X 100, cu imersie.

Pornind de la observatiile lui Eugene Opie din
1904 asupra trichinelozei experimentale, care a
descris eozinofilia sangvind si formarea gra-
nuloamelor eozinofilice, alti autori au repetat ex-
perimentele si au obtinut rezultate asemanatoare
(8).

Aceste observatii i-au inspirat pe Basten si
Besson, care au realizat pe model animal (sobolan)
o serie de experimente cu Trichinella spiralis prin
care au demonstrat cid eozinofilia este dependenta
de limfocite si de timus, poate fi reprodusd la
animale timectomizate prin transfer de limfocite
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de la animale sensibilizate cu larve si este de-
pendentd de un factor difuzabil care este produs
de limfocitele timodependente (9,10).

Denumita initial eozinopoietind de Mahmoud,
factor de diferentiere al eozinofilelor de Sanderson
care o si caracterizeazd, demonstandu-se ulterior
a fi identicd cu interleukina 5 (7).

Plecand de la faptul cd raspunsurile imune sunt
diferentiate n functie de patogenii care le declan-
seazd si de la faptul cd limfocitele T coordoneaza
in principal aceste rdaspunsuri imune, Mosmann si
Coffman au demonstrat in 1989 cd la soarece
existd doud subseturi functionale de celule T care
se diferentiazd prin profilul citokinelor pe care le
secretd. Astfel, ambele produc GM-CSF si IL-3,
dar Th 1 produce IFN-y si IL-2 find asociat cu
imunitatea mediatd celular, pe cand Th 2 secreta
IL-4, 11-5, 11-6, IL-10 si IL-13 fiind asociat cu
raspunsul imun umoral (secretie crescutd de IgE)
si eozinofilie (11).

Pe langa rolul antiparazitar atribuit eozinofilului,
a aparut si teoria cd eozionofilul poate sa aiba si
un rol propatogen (prototip astmul bronsgic).

Intai a fost asocierea granulocitelor eozinofile
cu bolile care afectau mai multe sisteme, facuta
de Loffler care Tn 1932 a descris sindromul in care
granulocite eozinofile infiltreazd pldmanii, iar n
1936 endocardita care avea si-i poarte numele.
Acestea au fost observatiile care legau granulocite
eozinofile de leziuni ale organelor cu patogeneza
incd necunoscutd. A urmat demonstrarea de citre
Mc Naught a legdturii de cauzalitate Tntre eozino-
file si fenomenul Gordon, deci neurotoxicitatea
granulocitelor eozinofile (12). La aceste observatii
s-au asociat si multiplele leziuni organice (car-
diace, nervoase, vasculare, cutanate) care Insotesc
pacientii cu sindroame hipereozinofilice.

Multiplele experimente care s-au realizat nu au
putut demonstra un rol benefic al eozinofilului in
majoritatea parazitozelor, ba chiar au fost identi-
ficate leziuni produse de acestea (ex. miocardita
in boala Chagas) (13).

Bazele patogeniei acestor leziuni au apirut
odatd cu demonstrarea rolului citotoxic al pro-
teinelor granulare (14).

Observatiile cd eozinofilele din diverse boli
caracterizate cu eozinofilie crescutd prezintd anu-
mite modificdri morfologice au putut fi corelate
cu proprietdti fizice, biochimice si imunologice
speciale pe care aceste celule le au fatd de eozino-
filele normale. Aceste proprietdti apar in urma
unor stimuli care le activeazi si care sunt inter-
leukinele subsetului Th 2.

S-a constatat cd aceste modificdri apar si in
eozinofiliile tranzitorii de scurtd duratd, iar mo-
dificdrile morfologice dispar odata cu normalizarea
eozinofiliei (15).

Astfel, vacuolizarea citoplasmei in eozinofilii
tranzitorii a fost descrisd in proportii de la 5% la
subiectii normali pand la 36% din totalul eozino-
filelor la pacientii cu schistosomiazd (15). Proportii
asemdndtoare au fost observate si la pacientii cu
cardiomiopatie Loffler (6). Prezenta acestor va-
cuole a fost initial explicatd prin proprietatea
eozinofilelor de microendocitozd si pinocitozd
(16), ele fiind considerate vezicule care contin mici
particule sau lichid (15).

Ulterior, studiile de microscopie electronicd au
demonstrat prezenta unor corpi lipidici osmiofili
care sunt Tn numdr de pand la cinci Tn eozinofilele
normale (17). Astfel se consideri ca aceste vacuole
sunt locurile goale lasate de corpii lipidici care sunt
solubilizati de alcool in timpul procesului de co-
lorare. Alti autori considerd vacuolele un pseudo-
artefact pentru cd ar fi vorba doar de un procent
mai mare de citoplasma neocupatd, pe de o parte
din cauza degranularii reale, pe de altd parte din
cauza scaderilor dimensiunii granulelor in eozino-
filele activate, hipodense (5).

Noi am gasit un procent mai mare de eozinofile
vacuolizate la pacientii cu trichineloza, insd hetero-
genitatea morfologicd a eozinofilelor activate
poate depinde de tipul de patologie si de durata
eozinofiliei (5).

Modificdrile nucleare gdsite de noi au variat
de la nuclei nesegmentati, mari, cu cromatina putin
condensatd pand la hipersegmentare, cu trei, patru
sau chiar cinci nucleoli si sunt In concordantd cu
observatiile altor autori (6, 18).

Dacéd nucleii nesegmentati care sunt o carac-
teristicd a celulelor tinere pot fi explicati prin pro-
portia mare de celule tinere din sange, ca urmare a
stimuldrii eozinopoiezei in cadrul stimuldrii imune
de tip Th 2, prezenta celulelor cu nuclei hiperseg-
mentati pare a fi inexplicabild. O posibilad expli-
catie ar fi aceea ca supravietuirea eozinofilelor este
mult crescutd la pacientii cu hipereozinofilie din
cauza inhibdrii apoptozei de ciatre GM-CSF si IL-5
(19) pe care eozinofilele activate le pot secreta si
actioneazd autocrin. Prin urmare, hiperseg-
mentarea nucleara s-ar putea intdlni la celule ba-
trdne la care apoptoza este inhibatd si este 0 médsura
a varstei eozinofilelor.

Degranularea Intalnitd de noi cu grade variabile
este descrisd si de alti autori care specifica faptul
ca uneori celulele sunt degranulate total ceea
ce face recunoasterea lor foarte dificila (15).
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Degranularea masivd este acompaniatd si de
prezenta unor granule restante de dimensiuni mult
mai mici decat cele obisnuite (5).

Asocierea eozinofilelor degranulate cu unele
afectdri caracteristice sindroamelor hipereozino-
filice a dus la ideeea cd aceste leziuni sunt cauzate
de produsi continuti de eozinofile (6). Acest pos-
tulat avea si fie demonstrat ulterior de proprietatile
citotoxice ale proteinelor granulare eozinofilice.

O altd corelatie interesanti este aceea ca 1n serul
pacientilor cu eozinofilie crescutd existd cantitdti
crescute de proteind cationicd eozinofilicd (ECP)
si proteind majord bazici (MBP), in timp ce con-
tinutul celular al acestor proteine este scizut. Acest
fapt explica si densitatea scizutda a eozinofilelor
activate fatd de cele normale (5).

Acest fapt a fost folosit in practicd, nivelurile
serice ale acestor proteine fiind o misurd a
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e 75 credite pentru primul autor.

e 25 credite pentru coautori.

Reuvista este disponibild gratuit pentru membrii Societatii Nationale Roméne de Boli Infectioase, iar
inscrierea se poate face pe baza unui formular pe care il atasdm prezentei scrisori.

Medicii abonati la aceasta publicatie sunt creditati cu 2,5 credite CMR.

De curand, revista a primit din partea Ministerului Educatiei si Cercetarii — Consiliul National al Cercetarii
Stiintifice din Invatdmantul Superior — confirmarea c& Revista de Boli Infectioase va fi recomandaté
Consiliului National de Atestare a Titlurilor si Diplomelor Universitare si se va afla pe lista revistelor
stiinfifice acreditate.

V& trimitem alaturat si instructiunile de redactare a materialelor pentru autori.

Colegiul de redactie




DOMNULE PRESEDINTE

Subsemnatul
e medic!
 cadru didactic?
* cutitlu stiintific
Cu serviciul la
Adresa:
Telefon:
solicit si devin#
* membru
¢ membru asociat
* membru corespondent
al Societatii Nationale Romane de Boli Infectioase

Prin prezenta cerere, ma oblig sd respect prevederile statutului societdtii.

Data Semndtura,

Domiciliul personal: orag

Str. Nr. , BL.
Sc. , Etaj , Ap. , Sector
Telefon:

I rezident, specialist, primar

2 preparator, asistent, sef de lucrdri, conferentiar, profesor
3 doctor in boli infectioase sau specialitate asociatd

4 se marcheazi cu x in clsuta aleasd

Scrisoarea de Tnscriere se trimite la adresa Societdtii Nationale Roméane de Boli Infectioase: Str. lonel
Perlea, Nr. 10, Cod 70754, Bucuresti, sector 1.

Cotizatiile se trimit prin mandat postal in contul IBAN — RO57RNCB0082044163730001, BCR,
Sucursala Unirea, Bucuresti sau la bancd prin foaie de varsamant. Cod fiscal — 13742044.

Cotizatia anuald pentru medicii specialisti si primari este de 60 RON (600.000 lei) pentru medicii
rezidenti 30 RON (300.000 lei).



