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Splenektomija in imunski odziv?

Splenectomy and the Immune Response®

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: splenektomiia, pnevmokokne infekeiie-preprecevanie in nadzor

Izhodisc¢a. Pri hudih poskodbah vranice z moc¢no krvavitvijo lahko poskodovancevo Zivlje-
nje re$imo s splenektomijo. Po odstranitvi vranice je odpornost operirancev za okuzbo
zmanj$ana. Najpogostejsa je okuzba s pnevmokoki. Zato moramo operirance primerno zas-
cititi. Najprimernejsi nacin je preventivno cepljenje s 23-valentnim pnevmokoknim cepivom.
Zanimalo nas je, ob katerem ¢asu ima cepljenje najvecji ucinek. Proudevali smo naslednje
moznosti: cepljenje tik pred splenektomijo, cepljenje en dan po splenektomiji in cepljenje sedem
dni po splenektomiji, ko si je bolnik Ze opomogel po operaciji. Nasa hipoteza je bila, da je naju-
streznejSe cepljenje tik pred ali takoj po splenektomiji.

Metode. Prospektivno raziskavo smo izvedli na tridesetih miskah, razdeljenih v Sest skupin.
Operacijsko smo jim odstranili vranico in jih cepili ob razli¢nih ¢asih. Prvi skupini misk vra-
nice nismo odstranili, cepili pa smo jih s pnevmokoknim cepivom. Drugo skupino smo cepili
tik pred splenektomijo, tretjo skupino 1 dan po splenektomiji in ¢etrto skupino 7 dni po ope-
raciji. Peti skupini smo odstranili vranico, ne da bi jih cepili. Sesta skupina so bile zdrave,
necepljene miske. Med poskusom smo miskam Stirikrat odvzeli vzorce krvi. Z encim-
sko-imunskim testom smo opazovali spreminjanje mnoZine za Streptococcus pneumoniae
specifi¢nih protiteles razredov IgM in IgG. Z metodo mikroprecipitacije v kapilari smo izme-
rili mnoZino precipitacijskih za pnevmokoke specifi¢nih protiteles v njihovem krvnem
serumu. Poskus smo zakljucili z nadzorovano okuzbo misk s pnevmokoki.

Rezultati. MnoZina IgG, IgM in precipitacijskih protiteles je bila pri vseh odvzemih najvec-
ja pri skupini migk, ki so bile imunizirane, ne pa splenektomirane (skupina 1). V primerjavi
te skupine misk in vseh ostalih skupin smo nasli statisti¢no znacilno razliko (p<0,05). Od
splenektomiranih misk so najve¢jo mnozino specifi¢nih protiteles sintetizirale miske, ki so
bile imunizirane 1 dan po splenektomiji (skupina 3). Vendar med to skupino in skupino
misk imuniziranih tik pred splenektomijo (skupina 2), nismo nasli statisti¢no znacilne raz-
like (p>0,05). NajmanjSo mnoZino specificnih protiteles med imuniziranimi miskami so
proizvedle miSke, imunizirane 7 dni po splenektomiji (skupina 4). Med skupino 4 in ostali-
mi skupinami imuniziranih misk smo nasli statisti¢no znacilno razliko (p<0,05). Podobne
rezultate smo dobili tudi po nadzorovani okuzbi mi&k s pnevmokoki. Stiri od petih migk so
poginile v skupini zdravih misk (skupina 6) in v skupini splenektomiranih misk, imunizira-
nih 7 dni po operaciji. Nobena migka pa ni poginila v skupini imuniziranih nesplenektomiranih
misk in v skupini splenektomiranih misk, imuniziranih tik pred splenektomijo. Navkljub veli-
ki mnozZini specifi¢nih protiteles sta v skupini splenektomiranih misk, imuniziranih 1 dan
po splenektomiji, umrli dve od petih misk.

Zakljucki. Na osnovi nasih rezultatov lahko potrdimo, da imunizacija sproZi sintezo speci-
fi¢nih protiteles. Splenektomija zmanjsa zmozZnost sinteze specifi¢nih protiteles, zmanjsanje
pa je odvisno od ¢asa med splenektomijo in imunizacijo. Najvecja zmoZnost sinteze se ohra-
ni pri operiranih migkah, ki jih imuniziramo tik pred ali 1 dan po posegu. Rezultati potrjujejo
naso hipotezo, da je cepljenje s pnevmokoknim cepivom najucinkovitejse, ¢e Zivali cepimo
tik pred ali takoj po splenektomiji.

! Ana Kotnik, $tud. med., Intitut za mikrobiologijo in imunologijo, Korytkova 2, 1000 Ljubljana.
2 Delo je bilo nagrajeno s Presernovim priznanjem $tudentom za leto 2000.
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ABSTRACT

KEY WORDS: splenectomy, pneumococcal infections-prevention and control

Backgrounds. Severe trauma of the spleen can be followed by excessive internal bleeding.
The life of the injured person can be saved only with splenectomy. Removal of the spleen
reduces resistance of the patient to infections, most frequently those caused by pneumococci.
The most effective way of protecting these patients is vaccination with a 23-valent pneu-
mococcal vaccine. The aim of our research was to establish at what time after splenectomy
vaccination is most effective. Different possibilities were studied: vaccination just before splenec-
tomy, vaccination one day after and seven days after splenectomy. Our hypothesis was that
vaccination just before splenectomy has the best protective effect from infection.
Methods. The prospective study was carried out on thirty mice divided into six groups. Their
spleens were surgically removed and they were vaccinated at different times before or after
the operation. The first group was vaccinated, without splenectomy. The second group was
vaccinated just before splenectomy, the third group 1 day after and the fourth group 7 days
after surgery. The fifth group had their spleens removed without vaccination. The sixth group
consisted of healthy, unvaccinated mice. During the study, the mice had their blood drawn
four times. With an enzyme-linked immunosorbent assay, the changing of the amount of spe-
cific IgM and IgG antibodies directed against pneumococcal antigens was measured. The
amount of precipitating antibodies in the blood serum of mice was measured with a micro-
precipitation capillary test. The study was concluded with a supervised infection of mice with
live pneumococci.

Results. The amount of IgG, IgM and precipitating antibodies was at all times highest in the
group of immunized unsplenectomized mice (group 1). A statistically significant difference
was found between this and all other groups (p <0.05). Between the splenectomized groups
of mice, mice immunized 1 day after splenectomy (group 3) produced the highest amount
of specific antibodies against Streptococcus pneumoniae. However there was no statistically
significant difference found between group 3 and the group of mice immunized just before
splenectomy (group 2) (p>0.05). The lowest amount of specific antibodies was produced in
the group of mice immunized 7 days after splenectomy (group 4). There was a statistically
significant difference found between group 4 and other groups of immunized mice (p <0.05).
Simmular results were obtained after a supervised infection of mice with live pneumococ-
ci. Four out of five mice died in the group of healthy mice (group 6) and in group 4. No mice
died in the groups of only vaccinated mice and mice vaccinated just before splenectomy. Inspite
of the high quantity of specific antibodies in the group of mice vaccinated 1 day after splenec-
tomy, two out of five mice died.

Conclusion. We conclude that vaccination with a pneumococcal vaccine triggers synthesis
of specific antibodies. Splenectomy lowers the ability of this synthesis. The lowering depends
on the time between splenectomy and vaccination. The highest ability of synthesis of spe-
cific antibodies was in operated mice vaccinated just before and 1 day after surgery. Our results
confirm the hypothesis that vaccination with a pneumococcal vaccine is most effective if mice
are vaccinated just before or very soon after splenectomy.

uvobD

Poskodbe vranice

Vranica je najpogosteje poskodovani trebusni
organ (1). Poskodbe so dveh vrst. Ostre poskod-
be nastanejo po vbodu z ostrim predmetom

ali po strelni rani v predelu levega hipohon-
drija. Tope poskodbe so posledica udarca ali
padca na levo stran prsnega kosa (1). Vecina
topih poskodb je posledica prometnih nesrec.
Zanje je znacilno, da je pogosto poskodovanih
hkrati ve¢ organov. Takrat govorimo o poli-
travmi (1).
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Vranica je lahko poskodovana na razli¢ne
nacine. Lahko je zatrgana vrani¢na ovojnica
ali pa so prisotne razli¢no globoke raztrgani-
ne vranice. Lahko so zmeckani le njeni deli
ali pa je vranica v celoti zdrobljena. Pri pos-
kodbi vranice pride do mocne krvavitve.
To se zgodi predvsem takrat, ko je poskodo-
van hilus z vrani¢no arterijo in veno. V¢asih
krvavitev iz manj po§kodovane vranice pre-
neha sama po sebi (1).

Danes je zdravljenje poskodb vranice
diferencialno. Pri hemodinamsko stabilnem
bolniku poskusijo s konzervativnim zdravlje-
njem ob stalnem nadzoru v enoti intenzivne
nege. Ob znakih, da se krvavitev ne ustavlja
je potrebna operacija. Operacijsko zdravlje-
nje je lahko ohranitveno (zlasti pri otrocih)
ali pa radikalno. Kadar je poskodba prehuda,
je nujna odstranitev vranice z operacijskim
posegom, imenovanim splenektomija.

Organi, pomembni za razvoj
imunskega odziva

Ustrezen imunski odziv nastane, ¢e se v lim-
fati¢nih organih ucinkovito srecajo imunske
celice in antigeni. Primarni limfati¢ni organi
so organi, v katerih limfociti zorijo, da bi
postali zmozZni reagirati s specifi¢nimi antige-
ni. Organi, v katerih se naselijo imunskozmozni
limfociti, da bi se ob antigenskem draZenju
preoblikovali iz malih limfocitov v imunobla-
ste, so sekundarni limfati¢ni organi (2).

Osrednja limfati¢na organa sta prizeljc,
v katerem zorijo limfociti T, in Fabrizijeva bur-
za ptic, v kateri zorijo limfociti B. Pri ¢loveku
je Fabrizijevi burzi verjetno analogen organ
kostni mozeg (2).

Periferni limfati¢ni organi so tonzile, bez-
gavke, vranica in Peyerjevi poloji v tankem
Crevesju (2).

Vranica

Vranica (gr. splen) je soliden trebus$ni organ.
Lezi v levem subfreni¢nem prostoru v visini
od IX. do XI. rebra, med Zelodcem in steno
prsnega kosa. Po obliki spominja na kavino
zrno. Je temno rjave barve. Dolga je 12 cm,
Siroka 8 cm in debela 3—4 cm. V povpredju teh-
ta 170 gramov. Ceprav je skrita za rebri, se
pogosto poskoduje (1).

Vranica ima ve¢ pomembnih vlog. V dru-
gi polovici embrionalnega obdobja nastajajo
v njej krvne celice. Potencialna hemopoetska
sposobnost ostane vranici tudi v ¢loveko-
vem odraslem Zivljenju (2). Do neke mere
skladisci kri in Zelezo in je soudeleZena pri
nastajanju bilirubina. Vranica je organ, v kate-
rem poteka unicenje starih eritrocitov,
trombocitov in levkocitov (7).

V ¢lovekovi imunski obrambi ima vrani-
ca tri specifi¢ne vloge. To so: fagocitoza
bakterij in tujih delcev, sinteza protiteles in
aktivacija alternativne poti komplementne-
ga sistema. Vse tri so izjemnega pomena pri
preprecevanju nastanka bakterijske sepse,
povzrocene z inkapsuliranimi bakterijami,
predvsem pnevmokoki (3, 4).

Vranica lahko opravlja nastete vloge zara-
di svoje specifi¢ne zgradbe. Zgrajena je iz vec
loCenih, a anatomsko povezanih sestavnih
delov. Bela pulpa vsebuje germinativne cen-
tre, v katerih so spravljeni limfociti, plazmatke
in makrofagi. Najdemo jih okrog centralne
arterije. Rdeca pulpa predstavlja vecino orga-
na. V njej so Billrothovi endotelijski povezki,
ki segajo interdigitalno med vrani¢ne sinusoi-
de. V rdedi pulpi so mnoge majhne arterije.
Kri odteka po Zilnih sinusih. Zgradba in pre-
krvavitev vranice omogocata tesen in ¢asovno
dovolj dolgotrajen stik med tujki in makrofa-
gi, ki jih ucinkovito odstranjujejo. Tako se
s fagocitozo unici in odstrani vecina tujih nei-
munih delcev in predvsem inkapsuliranih
bakterij (2-4).

V vranici nastajajo imunoglobulini razre-
da IgG, imenovani opsonini. To so specifi¢na
protitelesa, usmerjena proti ovojnicam bak-
terij, kot so pnevmokoki. IgG se veZejo na
ovojnice in jih s tem oznacijo kot organizmu
tuje. Tako jih laZje spoznajo makrofagi, ki jih
fagocitirajo. S tem jih odstranijo iz krvnega
obtoka in hkrati sproZijo imunski odziv (2-4).

Poleg IgG nastajajo v vranici tudi speci-
ficna protitelesa IgM. Ker se pri imunskem
odzivu pojavijo prva, jih imenujemo tudi
zgodnja protitelesa. Po sekundarni imuniza-
ciji ali ponovnem stiku organizma z enakim
antigenom pride v vranici do preklopa sinte-
ze protiteles IgM v sintezo velike mnoZine
protiteles IgG. Ta protitelesa IgG so tista, ki
bodo ¢loveka doZivljenjsko §citila pred okuz-
bo z istim antigenom oziroma bakterijo (2—4).
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Tretja specifi¢na vloga vranice v ¢loveko-
vi imunski obrambi, poleg fagocitoze in
sinteze specificnih protiteles, je aktivacija
alternativne poti komplementnega sistema.
Komplementni sistem je skupek krvnih belja-
kovin, ki s tesnim kaskadnim delovanjem
omogocajo nespecificno unicevanje tujkov.
Aktivacija komplementnega sistema poteka
po dveh poteh: klasi¢ni, pogojeni s protitele-
si, in alternativni, pogojeni s stiki s tujimi
povrsinami, kot je npr. bakterijska ovojnica.
Obe poti se srecata pri aktivaciji osrednje
komponente komplementnega sistema, ime-
novane C3. Cepitev C3 v C3a in C3b povzroci
aktivacijo nadaljnjih komponent, ki skupaj
izoblikujejo liticni kompleks. Ta povzroci lizo
celice oziroma bakterije. Liziran, organizmu
tuj material, na koncu makrofagi odstranijo
iz bolnikove krvi (3-6).

IMUNSKI SISTEM

Imunski sistem je zapleten sistem specializi-
ranih limfati¢nih organov, celic in celi¢nih
mediatorjeyv, ki je cloveku omogodil preZivetje
v spreminjajocih se in zanj ne vedno ugod-
nih Zivljenjskih razmerah. Glavni dejavnosti
imunskega sistema sta preprecevanje in
omejitev okuzb z razlicnimi patogenimi
mikroorganizmi (7).

Imunski odziv sestoji iz dveh dejavnosti:

* celi¢nega imunskega odziva, ki je rezultat
delovanja limfocitov T. Limfociti T so
odgovorni za zascito gostitelja pred okuz-
bami z znotrajceliénimi paraziti, kot so
Mycobacterium tuberculosis, virusi in glive.
Sodelujejo pri nastanku alergije in zavrni-
tvenih reakcijah. Pomembno vlogo imajo
v uravnavanju protitelesnega imunskega
odziva, ki ga ali spodbujajo ali pa zavirajo
zizloanjem celi¢nih mediatorjev, imeno-
vanih citokini (8, 9);

* protitelesnega imunskega odziva. Glavne
celice protitelesnega imunskega odziva so
limfociti B. Aktivirani limfociti B so plaz-
matke, ki proizvajajo za dolocen patogen
ustrezna protitelesa. Protitelesa sodeluje-
jo v obrambi organizma z opsonizacijo
bakterij in nevtralizacijo toksinov in viru-
sov. Limfociti B sodelujejo tudi v reakcijah
nastanka alergije in avtoimunosti (7, 10).

Za uspes$nost obrambe, ki jo opravlja
imunski sistem, je pomembna $e pomoc, ki
jo nudita naravna odpornost in sproZenje
komplementnega sistema (5, 6, 11).

Eden najdejavnej$ih nacinov naravne
odpornosti je fagocitoza. Fagocitne celice pred-
stavljajo najpreprostejsi nacin celi¢ne obrambe.
Med fagocitne celice uvr§¢amo vec celicnih
vrst, za imunski odziv so najpomembne;jsi
monociti in njihove tkivne razlicice - makro-
fagi. Glavna dejavnost makrofagov je poZiranje
(fagocitoza) organizmu tujih delcev in prede-
lava njihovih sestavin v majhne beljakovine
in/ali sladkorje. Te molekule imenujemo
antigeni. Ker makrofagi izpostavijo antigene
na svoji povrsini, jih tako predstavijo limfo-
citom T, zato jih imenujemo tudi antigen
predstavljajoce celice. Kot druge celice imun-
skega sistema tudi fagocitne celice izlo¢ajo
citokine. Pri predstavitvi antigena so poleg
makrofagov pomembne $e interdigitalne in
dendriti¢ne celice, ki jih najdemo vsepovsod
v medceli¢nini (8, 11).

Potek imunskega odziva

Imunski sistem je torej ucinkovit, kadar je
delovanje vseh njegovih delov ustrezno in, ko
je sodelovanje med njimi brezhibno. Komu-
nikacija med celicami imunskega sistema
poteka na ravni celicnih mediatorjev, citokinov
in na ravni specifi¢nih celi¢nih receptorjev
(7, 8).

Mikroorganizmi in tujki vstopajo v nase
telo po razli¢nih poteh. Lahko jih vdihnemo
ali pogoltnemo. Rane so vedno nevarno
mesto za okuzbo. MoZen je vstop skozi oce-
sno veznico ali pa skozi telesne odprtine. Da
bi se mikroorganizmi ustavili $e pred vstopom
v notranjost telesa in v kri, je narava razvila
primarno obrambno ¢rto. To predstavljajo
ustna, nosna in ocesna sluznica ter koza.

Vsi povzrocitelji bolezni pa se vendarle ne
ustavijo tukaj, temve¢ potujejo naprej po
telesu in koncajo pot v krvi. V krvi jih ¢aka
pripravljena sekundarna obramba, sestav-
ljena iz celic imunskega odziva. Najprej se
z mikroorganizmi srecajo makrofagi. To so
celice, ki mikroorganizme in tujke fagocitirajo.
Fagocitirani tujek se zdruzi z lizosomom
v notranjosti fagocita, v fagolizosom. V njem
so prosti radikali, ki Zive mikroorganizme
ubijejo, in kisli prebavni encimi, ki tujek raz-
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gradijo v osnovne sestavine (11). Molekule,
ki nastanejo, so beljakovine ali polisaharidi.
Makrofagi imajo na svoji povrsini posebne
receptorje. To so receptorji razreda MHC II
(angl. major histocompatibility complex).
Makrofagi majhne molekule, ki so nastale
ob razgradnji tujka, predstavijo na teh recep-
torjih limfocitom T, celicam pomagalkam
(Ty; — angl. helper). Molekule, ki se predstav-
ljajo na receptorjih MHC II, imenujemo
antigene (12, 13). Tudi celice pomagalke ima-
jo na svoji povrsini receptorje. Za limfocite T
so znacilni T-celi¢ni receptorji (TCR) in
receptorji CD2, CD3 in CD4. Za razpoznavo
makrofaga in antigena se pomembni recep-
torji TCR skupaj z receptorji CD4 (7). Ob
medsebojni interakciji med makrofagom in
celico pomagalko za¢ne makrofag izlocati
interlevkin-1 (II-1). To aktivira celico poma-
galko. Aktivirana celica pomagalka zacne
izlocati interlevkin-2 (11-2). I1-2 je citokin, ki
deluje na nezrele celice pomagalke (T},) in
na citotoksi¢ne limfocite T (te na povrsini izra-
zajo molekule CD8). Nezrele celice pomagalke
se diferencirajo v dve smeri. Ty so tiste celi-
ce, ki bodo spodbudile naslednje makrofage
k Se obilnejsi fagocitozi in sproZile nastanek
citotoksicnega vnetja. Ty, pa so celice, ki
bodo spodbudile limfocite B k preobcutlji-
vostnemu tipu imunskega odziva (9). Med
limfocitom T celico pomagalko in limfoci-
tom B pride, podobno kot z makrofagom, do
interakcije na ravni receptorjev in posledic-
nega spoznavanja antigena (7). Po stiku med
receptorjem CD4 celice Ty, in receptorjem
MHC II limfocita B, za¢ne celica Ty, izloca-
ti 11-4, 11-5, 11-6 in 11-10. To aktivira ustrezne
limfocite B, da postanejo plazmatke, ki v svo-
jem endoplazemskem retikulumu izdelajo
za antigen ustrezna protitelesa (10). Plazmat-
ke izdelujejo in sprostijo v kri na vsako
sekundo tisoce protiteles. Nato v nekaj dneh
propadejo. Nekaj aktivnih plazmatk se pre-
tvori spominske limfocite B. To so tiste celice,
ki ostanejo v bezgavkah dolgo ¢asa in se ob
naslednjem srecanju z istim antigenom hitro
aktivirajo ter zacnejo z izdelavo novih, ena-
kih protiteles (14).

Protitelesa so glubulinske beljakovinske mole-
kule. V krvnem vzorcu lo¢imo z elektroforezo

tri tipe globulinov: alfa, beta in gama glo-
buline. Protitelesa so gama globulini. Ker
sodelujejo v imunskem odzivu, jih imenuje-
mo imunoglobulini (10, 14).

Poznamo pet razredov imunoglobulinov
(Ig): razred G (IgG), razred M (IgM), razred
A (IgA), razred D (IgD) in razred E (IgE). Med
seboj se lo¢ijo po strukturi in po vlogi, ki jo
imajo v imunskem odzivu (14).

* Imunoglobulini G (IgG) so sestavljeni iz
dveh lahkih in dveh tezkih verig. Glavno
vlogo imajo pri sekundarnem (ponov-
nem - poznem) imunskem odzivu. Ker so
majhni, lahko prehajajo skozi posteljico
z matere na otroka. IgG so protitelesa, ki
opsonizirajo (oznacijo) bakterije, da jih
makrofagi lazje spoznajo kot telesu tuje in
jih tako hitreje odstranijo (14).

* Imunoglobulini M (IgM) so protitelesa, ki
se sintetizirajo najhitreje po okuzbi. Sode-
lujejo torej v primarnem imunskem odzivu
in jih zato imenujemo zgodnja protitelesa.
V laboratorijski serumski diagnostiki so
zgodnji kazalci sveze okuZbe. IgM so pen-
tameri. Ker imajo 10 vezavnih mest za
antigene, se zdijo najbolj u¢inkovit razred
protiteles. Zaradi velikosti ne prehajajo
skozi posteljico. Ce jih najdemo v krvi novo-
rojencka, lahko sklepamo, da gre za sveZo
okuZbo novorojencka in ne matere (14).

e Imunoglobuline A (IgA) najdemo v tele-
snih izloc¢kih, kot so kolostrum, slina, solze
in izloc¢ki dihalne in ¢revesne sluznice ter
sluznice secil in spolovil. Protitelesa IgA
pospesujejo pritrditev mikroorganizmov na
telesne sluznice in verjetno prispevajo
k nastanku tolerance za antigene, ki so
sestavine hrane. Sluznicni IgA so dimer-
ne molekule (14).

* Imunoglobulini D (IgD) nimajo znane pro-
titelesne vloge. Verjetno so pomembni kot
antigenski receptorji. IgD najdemo na
povrsini limfocitov B skupaj z monomer-
nimi IgM v tako imenovanem B-celicnem
receptorju (BCR) in, v majhnih koli¢inah,
v serumu (14).

* Imunoglobulini E (IgE) imajo dve pomemb-
ni vlogi. So protitelesa, ki sodelujejo pri
preobcutljivosti tipa I, npr. anafilakti¢ni
reakciji. Njihova druga vloga je obramba
pred zajedalci. V majhnih koli¢inah najde-
mo IgE v normalnem serumu (14).
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Streptococcus pnevmoniae

Streptokoki so velik rod (genus) bakterij, ki
jih druZzijo doloc¢ene skupne lastnosti. Znotraj
rodu zaradi posameznih posebnosti lo¢imo
veC vrst (species) streptokokov. Glavni skup-
ni znacilnosti streptokokov sta, da se po
Gramu obarvajo pozitivno in da so sferi¢ne
oblike. Ponavadi so v barvanih mikroskopskih
preparatih urejeni v parih ali veriZicah. Vsi
streptokoki so katalaza negativni (15, 16).

Streptokoke delimo glede na tip hemoli-
ze, ki jo povzrocajo na krvnem agarju. Lo¢imo
alfa hemoliti¢ne, beta hemoliti¢ne in nehe-
moliti¢ne streptokoke (16).

Streptococcus pneumoniae oziroma pnev-
mokok je alfa hemoliti¢ni streptokok. Na
krvnem agarju vidimo okrog kolonij pnevmo-
kokov zelenkast pas, ki je posledica nepopolne
lize eritrocitov. Kot drugi streptokoki se tudi
pnevmokoki po Gramu obarvajo pozitivno.
V mikroskopskem preparatu bomo pnevmo-
koke spoznali kot ovalne (lancetne) bakterije,
ki so v parih ali kratkih veriZicah. Od tod tudi
ime diplokoki. Vsak pnevmokok je obdan
s tanko, polisaharidno ovojnico. Poznamo
85 razli¢nih tipov pnevmokoknih ovojnic.
Ovojnice so tisti del bakterije, ki je virulen-
ten. Torej tisti del, ki omogoc¢i nastanek
bolezni in sproZi imunske obrambne meha-
nizme (17).

Pnevmokoki povzrocajo razli¢ne bolezni.
So najpogostejsi povzrocitelji pljucnice. Poleg
pljucnice pa povzrocajo Se bakteriemijo,
meningitis in okuZbe zgornjih dihal npr.
vnetje obnosnih votlin in srednjega uSe-
sa (18).

Pnevmokoki so pri delu prebivalstva
(5-50%) del normalne flore v zgornjih diha-
lih. Navkljub prisotnosti bakterij na njihovi
sluznici ti ljudje niso bolni. Lahko jih imenu-
jemo tudi bacilonosci, saj lahko prenesejo
bakterije na ljudi, ki pred okuzbo niso zasci-
teni. Pnevmokoki se prenasajo z drobnimi
aerosolnimi kapljicami, ki nastanejo ob kiha-
nju ali kasljanju, torej po zraku. Obcutljivi
Jjudje se tako lahko okuzijo in zbolijjo (17, 18).

Pomen cepljenja
s pnevimokoknim cepivom

Nosilci pnevmokokov so verjetno naravno zas-
¢iteni pred okuzbo, vendar v neugodnih

okolis¢inah lahko tudi zboljjo. Ljudje z normal-
nim imunskim odzivom okuzbo s pnevmokoki
navadno prebolijo brez zapletov, ¢e med
boleznijo jemljejo penicilin G (18). Zal pa
obstajajo ljudje z zmanj$ano odpornostjo za
okuzbo s pnevmokoki. Taksni so ljudje po
odstranitvi vranice, tisti s kroni¢nimi bolez-
nimi, kot so srpasta anemija, Hodgkinova
bolezen, multipli mielom in nefrotski sin-
drom, in ljudje, pri katerih je zmanjSan
refleks kaslja, kot na primer pri zastrupitvi
z alkoholom ali zdravili. Bolj izpostavljeni so
tudi ljudje s poskodbami dihalne poti z draze-
¢imi snovmi in bolniki z moteno cirkulatorno
dinamiko, ki nastopi pri plju¢nem edemu ali
odpovedovanju srca (15, 17).

Ljudje z zmanj$ano odpornostjo niso bolj
kot drugi ali pogosteje izpostavljeni okuZbi
s pnevmokokom. Razlika je v tem, da pri zdra-
vem Cloveku manjSe okuzbe pravzaprav ne
opazimo, saj jo uspes$no prepreci ali odpravi
zdrav imunski sistem. Pri ljudeh z zmanj$ano
odpornostjo pa lahko Ze majhna okuzba pome-
ni tezko ali celo usodno bolezen (19). Iz tega
razloga je nujna preventivna zasc¢ita imunsko
manj zmoznih (zavrtih) ljudi. Danes tem lju-
dem pomagamo s cepljenjem s 23-valentnim
pnevmokoknim cepivom, ki vsebuje o¢is¢ene
polisaharidne antigene vseh glavnih pnevmo-
koknih serotipov, ki so povzrocitelji 90 % okuzb
pri odraslih in 100 % okuzb pri otrocih (20-26).

S preventivnim cepljenjem izvedemo
aktivno imunizacijo. Z majhno koli¢ino anti-
genov, znacilnih za dolo¢eno bakterijo,
spodbudimo nastanek imunskega odziva.
Zgradba in koli¢ina antigena je tako majhna,
da povzro¢i nastanek ustreznih zas¢itnih
protiteles in dolocCeno Stevilo spominskih
limfocitov B, ne pa bolezni. Bolnik je torej pri-
pravljen na morebiten stik s patogenim
mikroorganizmom. Prva obrambna ¢rta bodo
sedaj njegova zascitna protitelesa, hkrati pa
se bodo hitro aktivirale e spominske celice
in zacele proizvajati velike koli¢ine ustreznih
protiteles. Imunski odziv bo dovolj hiter in
mocan, da bo pri bolniku preprecil ali pa vsaj
omejil okuzbo, ki bi brez zascite potekala
mnogo tezje ali pa celo smrtno (27-31).

Namen raziskave

Pri hudih poskodbah vranice z mocno krva-
vitvijo lahko poskodovancevo Zivljenje reSimo
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s splenektomijo. Po odstranitvi vranice je
odpornost poskodovancev za okuzbo zmanjSana
(3, 4). Najpogostejsa je okuzba s pnevmoko-
ki. Brez aktivne za$cite lahko pride pri
nekaterih do najtezje oblike pnevmokokne
okuzbe - sepse. Pnevmokokna sepsa ima
pogosto tezek potek in/ali smrten izid (17, 18).
Zato moramo poskodovance primerno zasci-
titi. Najprimernejsi nacin je s preventivnim
cepljenjem. V doktrinah urgentnih oddelkov
povsod po svetu upostevajo to priporocilo
(20-26). Zal pa je $e vedno neznanka in
tema mnogih raziskav in razprav vprasanje,
kdaj moramo poskodovanca cepiti, da bo
cepljenje najucinkovitejse.

Za nastanek ucinkovitega imunskega odzi-
va je potreben dolocen ¢as (7). Protitelesa, ki
se sintetizirajo ob okuzbi z dolo¢enim pato-
genom prva, so protitelesa imunoglobulinskega
razreda IgM. Ta pa se v dovolj veliki mnoZi-
ni za ucinkovito obrambo navadno pojavijo
v 10 dneh. Torej bi bilo smiselno cepljenje vsaj
10 dni pred morebitno okuzbo (10, 14). Zal
lahko cepimo poskodovanca najprej Sele, ko
se je Ze poSkodoval.

V raziskavi smo proucevali naslednja
vprasanja:

 Ali imunizacija sproZi sintezo specifi¢nih
protiteles.

 Ali splenektomija zmanj$a zmoZnost sin-
teze specifi¢nih protiteles.

* Ali je vpliv splenektomije na zmanj$anje
zmozZnosti sinteze specificnih protiteles
pogojen s Casom imunizacije.

Da bi odgovorili na zastavljena vprasanja, smo
raziskali naslednje moznosti: cepljenje tik
pred splenektomijo, cepljenje en dan po splenek-
tomiji in cepljenje sedem dni po splenektomiji,
ko si je bolnik Ze opomogel po operaciji.

Tabela 1. Razlike med skupinami misk glede na opravijene posege.

Nasa hipoteza je bila, da je najustreznejse cep-
ljenje tik pred ali takoj po splenektomiji.

Raziskavo smo izvedli na Zivalskem mode-
lu, na tridesetih miskah, razdeljenih v Sest
skupin. Miskam smo operacijsko odstranili
vranico in jih cepili s pnevmokoknim cepivom
ob razli¢nih ¢asih. Prvi skupini migk vranice
nismo odstranili, smo jih pa cepili. Drugo sku-
pino smo cepili tik pred splenektomijo, tretjo
skupino 1 dan po splenektomiji in Cetrto
skupino 7 dni po operaciji. Peti skupini smo
odstranili vranico, ne da bi jih cepili. Sesta
skupina so bile zdrave, necepljene miske.
Merili smo spreminjanje mnozZin IgM, IgG in
precipitacijskih protiteles v njihovem krvnem
serumu. Poskus smo zakljucili z nadzorova-
no okuzbo misk s pnevmokoki. Miske iz vseh
navedenih skupin smo okuzili ob istem casu,
z enako koli¢ino pnevmokokov. V §tiriurnih
intervalih smo spremljali njihovo pocutje in
poginjanje.

METODE IN PREISKOVANCI

Zivali

Naso raziskavo smo izvedli na Zivalskem mode-
lu. V poskus smo vkljucili 30 misk, razdeljenih
v $est skupin po pet poskusnih Zivali (n = 5).
Vse miske so bile sokrvnega seva BALB/c, Zen-
skega spola, vzgojene v Hlevcku Instituta za
mikrobiologijo in imunologijo v Ljubljani. Ob
zacetku poskusa so bile stare 2 meseca in so
v povpredju tehtale 20 gramov.

Skrbeli smo, da so Zivele v za njih naju-
streznejSih Zivljenjskih razmerah. V vsaki
Kkletki je bilo po pet migk. Prebivale so v sobi
s stalno temperaturo (22°C), ustrezno svet-
lobo (12 ur svetlobe in 12 ur teme) imele so

Poseg
Skupina Imunizacija Splenektomija Odvzem krvi Okuzba s pnevmokoki
1. skupina + / Aekrat +
2. skupina tik pred splenektomijo + 4krat +
3. skupina 1 dan po splenektomii + dkrat +
4. skupina 7 dni po splenektomii + 4krat +
5. skupina + dkrat +
6. skupina zdrave miske / 4kt +
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mir. Skrbeli smo za isto steljo. SveZo vodo in
hrano v obliki briketov so imele ad libitum.

Na miskah smo opravili naslednje pose-
ge: imunizacija/cepljenje s pnevmokoknim
cepivom Pneumo 23°; odstranitev vranice,
odvzem krvnih vzorcev, kontrolirana okuzba
z bakterijo Streptococcus pneumoniae (pnev-
mokoki). Skupine so se med seboj razlikovale
po opravljenih posegih (tabela 1).

V prvi skupini so bile migke, ki smo jih
imunizirali ne da bi jim odstranili vranice.
Druga skupina so bile migke, ki smo jim
odstranili vranico in jih cepili tik pred ope-
racijo, v tretji skupini smo miske cepili 1 dan
po operaciji. Cetrti skupini smo odstranili vra-
nice in jih cepili 7 dni po splenektomiji.
Miskam v peti skupini smo odstranili vrani-
co, ne da bi jih cepili. V Sesti skupini so bile
zdrave miske, ki jih nismo cepili ali jim
odstranili vranic.

Z leti so se pnevmokokna cepiva precej spre-
minjala. Prvo splo$no uporabljano cepivo so
razvili leta 1977 in je vsebovalo 14 serolosko
razli¢nih tipov bakterije Streptococcus pneu-
moniae (32). V nasih poskusih smo uporabili
sodobno izpopolnjeno 23-valentno cepivo
Pneumo 23® - Polyvalent pneumococcal vac-
cine proizvajalca Pasteur Mérieux iz Lyona
v Franciji, ki vsebuje 23 serolosko razli¢nih,
za pnevmokokni tip specifi¢nih (znacilnih)
antigenov (20-26). Med njimi so vsi tipi, ki
danes v svetu in pri nas najpogosteje povzro-
¢ajo pnevmokokne pljuénice, meningitis,
vnetje obnosnih votlin, vnetje srednjega use-
sa in pnevmokokno sepso (18). Predstavljajo
namre¢ povzrocitelje 90% pnevmokoknih
okuZzb pri odraslih in 100% okuzb pri otro-
cih (32). Polivalentno cepivo vsebuje o¢is¢ene
polisaharidne antigene naslednjih pnevmo-
koknih serotipov: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N,
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F,
20, 22F, 23F, 33F.

Miske smo cepili z 0,1 ml cepiva intrape-
ritonealno dvakrat v razmaku 17 dni (30, 32,
34). Prinobeni od cepljenih Zivali se niso poja-
vili stranski ucinki cepljenja (31), kot so
rdecina na mestu vboda, slabo pocutje, ki bi
ga opazili kot nasrSeno dlako, pomanjkanje
zelje po hrani ali Zeje, spremembe v iztreb-
ljanju ali nezainteresiranost za okolico.

Splenektomija

Priprava za splenektomijo

Za vsak operacijski poseg je potrebna pri-
prava. Pripraviti je treba Zivali, ki jih bomo
operirali, in orodje, s katerim bomo poseg
opravili. Za asepti¢ni nacin dela pa je nujna
Se priprava prostora, operacijske mize in
operaterjev (35). Le tako so doseZene optimal-
ne razmere za uspe$no delo.

Najprej smo za operacijo pripravili mis-
ke. Naenkrat (v enem dnevu) smo operirali
eno skupino, to je 5 misk. Miske smo osami-
li v posebnem prostoru. Tam so bile lo¢ene
od drugih, pod stalnim nadzorom in v miru.
Dve uri pred zacetkom operacije smo jim pre-
vidno pobrili dlako na trebuhu. V teh dveh
urah po britju sta se razdraZenost kozZe in
hiperemija na operacijskem mestu pomirili,
kar je zmanjsalo krvavitev ob inciziji.

Orodje, ki smo ga uporabili za splenekto-
mijo, so sterilizirali na Oddelku za sterilizacijo
Instituta za mikrobiologijo in imunologijo
v Ljubljani, dan pred operacijo. Operacijsko
mizo smo razkuzili z 1% natrijevim hipoklori-
tom in jo pokrili s sterilnim pregrinjalom (36).

Na poseg smo se pripravili tudi operaterji
v skladu z antisepti¢no pripravo operater-
ja (35).

Anestezija

Kot pri posegih na ljudeh, je tudi pri Zivalih
pred operacijo potrebna anestezija. Z aneste-
zijo preprecimo bolecino in neugodje zaradi
posega ali pa Zival pomirimo pred tehni¢no
zahtevnim posegom (37, 38).

Za splenektomijo je bila potrebna splosna
anestezija. Stanje omamljenosti je moralo
nastopiti dovolj hitro, s ¢im manj izraZeno dru-
go fazo anestezije, za katero sta znacilna
nemir in nevarnost motenj dihanja in delova-
nja srca s posledi¢no smrtjo. Trajati je moralo
dovolj dolgo, da smo poseg lahko izpeljali do
konca. Tudi zbujanje je moralo potekati brez
zapletov in za miSko ¢im manj neprijetno.
Zelo pomembna je bila terapevtska Sirina ane-
stetika, saj je natan¢no odmerjanje zaradi
majhne telesne teze misk zelo tezavno (37).

Za na$ poskus smo kot najbolj primerno,
to je tisto, ki najbolj zadostuje zgoraj nave-
denim pogojem, izbrali mesanico dveh
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anestetikov. Uporabljali smo mesanico keta-
mina in ksilazina v razmerju 10: 1. Povpre¢na
teZa operiranih misk je bila 20 gramov. Opti-
malni odmerek za 30 minutno anestezijo je
bil 0,04 ml ketamin/ksilazina (38).

Miski smo vbrizgali ustrezni odmerek
anestetika in jo vrnili v kletko, kjer je bila sama
(slika 1). Da smo jo lahko opazovali ves ¢as
nastopa anestezije, smo uporabljali prozorno
kletko. Spremljali smo prehode skozi razli¢-
ne faze anestezije. Iz obicajnega vedenja je
miska presla v fazo ekscitacije, ko je hitro teka-
la in visoko skakala po kletki, dokler se ni
zatekla v kot in se popolnoma pomirila. Ane-
stezija je bila za operacijo ustrezna, ko se je
spremenilo migkino dihanje. Postalo je poca-
sno in plitvo in nazadnje ni ve¢ reagirala na
bolecinske drazljaje (S¢ipanje uesk in zadnjih
tack). Miska je bila v kirurski fazi anestezije
(38, 39).

Splenektomija

Splenektomija (gr. splen — vranica, gr. ektome —
izrez) je kirurska odstranitev vranice (40).
Splenektomija je lahko delna ali popolna.
V nasem poskusu smo miskam odstranili
celotno vranico. Naredili smo torej popolno
splenektomijo (1).

Migko v kirurski fazi anestezije smo iz
kletke prenesli na operacijsko mizo. Zaradi
laZjega dostopa do vranice smo misko pole-
gli v desni bo¢ni polozaj. Da smo ji sprostili
dihalno pot in ji s tem olajsali dihanje med
operacijo, smo ji glavo zvrnili malce navzgor
in nazaj (41).

Operacijsko polje smo razkuzili s 70%
alkoholom na sterilnem tamponu (35).

S skalpelom z rezilom Stevilka 10 (proi-
zvajalec Aesculap AG, Tuttlingen, Nemcija)
smo naredili 1 cm dolgo prec¢no incizijo med
zadnjim spodnjim levim rebrom in levim
sprednjim zgornjim ¢revni¢nim trnom (spi-
na iliaca anterior superior) (slika 2). Vezivno
tkivo pod koZo smo odpreparirali s topimi
konci operacijskih skarij. KoZo smo na vsaki
strani fiksirali s kirurskimi kljukicami. Tako
je bila vranica dobro vidna pod tanko steno.
Steno (miSice in peritonej) smo previdno
prerezali z ostrimi Skarjami. Z anatomsko pin-
ceto smo nezno prijeli vranico in jo izvlekli
skozi nastalo odprtino (slika 3) (41). Najbliz-
je Zelodcu, v hilusu vranice, je pri miskah

Slika 1. Intraperitonealno vbrizgavanje anestetika.

Slika 2. T cm dolga precna inciziia med med zadnjim spodnjim
levim rebrom in levim sprednjim zgornjim crevnicnim frmom.

Slika 3. Z anatomsko pinceto neZno primemo vranico in jo
izvlecemo skozi nastalo odprtino.

Slika 4. Sivanje operaciiske rare.
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vrani¢na arterija. To smo ligirali z dvojno zan-
ko z nitjo Coated Vicryl 5/0 (proizvajalec
ETHICON - Johnson & Johnson Intl, Brus-
selj, Belgija). Na drugem koncu vranice smo
na enak nacin ligirali e vrani¢no veno.
Odstranili smo vranico, mezenterij, s katerim
je vranica pritrjena na Zelodec, in okolisnje
vezivno tkivo (41).

Peritonej smo skupaj z miSicami zasili
z enoslojnim tekoc¢im Sivom po Kirschnerju
z nitjo Coated Vicryl 5/0 (35). Sprostili smo
kirurske kljukice in s $tirimi posameznimi $ivi
zasili Se koZo z nitjo Coated Vicryl 4/0 (35)
(slika 4). Pazili smo, da so bili ostanki niti rav-
no prav dolgi. Ce bi bili prekratki, bi se vozli
razvezali, Ce pa bi bili predolgi, bi si jih mis-
ke pregrizle (41).

Rano smo odistili s sterilnim tamponom
in jo pustili nepokrito. Splenektomija je bila
s tem zakljuCena. Misko smo namestili v klet-
ko za okrevanje (41).

Pooperacijska oskrba

Mali glodalci imajo veliko razmerje med tele-
sno povrsino in telesno teZo, zato lahko pri
njih hitro pride do podhladitve. Vsako misko
smo po splenektomiji dali v posebno ogrevano
Kkletko, v kateri smo vzdrZevali stalno zunanjo
temperaturo 35°C. Pazili smo, da so imele
miske sprosc¢eno dihalno pot. Dokler se niso
same prebudile, so lezale v bo¢nem poloZaju
z rahlo nazaj in navzgor zvrnjeno glavo (41).

Po 15 minutah so se miske pocasi zacele
prebujati. Obracale so se na trebuh, zacele
vstajati na tacke in hoditi po kletki. Ko so si
dovolj opomogle, da so hodile po kletki kot
pred operacijo, smo jim pod koZo vbrizgali
1 ml fiziologke raztopine. Tako smo nadome-
stili telesno tekocino, ki so jo miske izgubile
med operacijo zaradi manjse krvavitve in izh-
lapevanja iz odprte trebusne votline. Miske
smo dve uri po operaciji vrnili v njihove obi-
¢ajne kletke, kjer so bile ponovno v skupinah
po pet (41).

Za lajSanje pooperacijskih bole¢in smo
dajali migkam paracetamol (Lekadol® 500 mg/
200ml, proizvajalec Lek, Ljubljana, Slovenija)
v vodi za pitje ad libitum (42). Miske so se ves
Cas po operaciji hranile z enako briketirano
hrano kot pred operacijo.

Spremljanje imunskega odziva

Glede na cas, v katerem se protitelesni imun-
ski odziv pojavi, in glede na protitelesa, ki pri
njem sodelujejo, razlikujemo primarni in
sekundarni imunski odziv (7, 10, 14):

e Primarni imunski odziv se pojavi 10 dni po
okuZbi organizma. Zanj je znacilen velik
porast mnozZine protiteles razreda M (IgM)
in le majhen porast protiteles razreda G
(IgG). IgM vcasih zaradi tega poimenuje-
mo tudi zgodnja protitelesa (7, 10, 14).

* Sekundarni imunski odziv nastane ob
ponovni okuzbi z enakim povzrociteljem.
Zanj je znacilen porast IgG protiteles. Pro-
titelesa IgG navadno imenujemo zasc¢itna
protitelesa (7, 10, 14).

V nasi raziskavi smo spremljali primarni in
sekundarni imunski odziv. V krvnem serumu
misk smo spremljali spreminjanje mnozine
IgG, IgM in precipitacijskih protiteles.

Odvzem krvi

Protitelesa so beljakovine, ki jih najdemo
v krvnem serumu (74). Za njihovo doloc¢itev
je torej nujen odvzem krvi. Pri ¢loveku
odvzem krvi tehni¢no ni zapleten poseg. Pri
miskah, ki so majhne Zivali, pa je potrebno
veliko spretnosti in izku$enj, da dobimo
dovolj velik vzorec krvi, ne da bi jim pri tem
ogrozili Zivljenje.

Kri najlazje odvzamemo iz venskega ple-
teza v retroorbitalnem prostoru. Pri tem je
potrebna natancnost in mirnost. Ker gre za
za miSko neprijeten poseg in ker mora biti ta
¢im bolj pri miru, da ji ne poskodujemo oce-
sa in retroorbitalnega prostora, jo pred
posegom anesteziramo z etrom. Anestezija naj
bo kratka in hitra. Zadostuje, da misko pustimo
v kletki, v kateri je vata, prepojena z etrom,
priblizno eno minuto, oziroma tako dolgo, da
se spremeni njeno dihanje. Iz obicajnega,
plju¢nega, se dihanje spremeni v hitro abdo-
minalno (38).

Anestezirano misko poloZimo na popre;j
pripravljeno razkuZeno podlago, pokrito s ste-
rilnim pregrinjalom. Z levo roko jo drzimo za
sprednje tacke in rep, ne da bi pri tem priti-
skali na telo. Z desno roko drZzimo stekleno
kapilaro premera 1,8 mm (proizvajalec BRAND
GmBH & Co., Wertheim, Nemcija). Previd-
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no in pocasi potisnemo kapilaro ob o¢esnem
zrklu v retroorbitalni prostor. Zaradi kapilar-
nega vleka stece kri po kapilari. Ko smo
odvzeli dovolj krvi, kapilaro odmaknemo in
pri tem pazimo, da nam kri, ki se $e izliva iz
rane, ne ste¢e mimo kapilare. Odvzeto kri hitro
spihamo v pripravljene posodice za shranje-
vanje vzorcev (proizvajalec Costar, Corning,
ZDA), saj se kri v kapilari zelo hitro strdi.
Za naSo raziskavo je zadostoval vzorec
150 pl krvi. Vzorce smo jemali $tirikrat. Prvi
odvzem je bil deset dni po cepljenju s pnev-
mokoknim cepivom, drugi sedem dni po
prvem odvzemu, tretji Stiri dni pred in Cetrti
dva tedna po nadzorovani okuzbi s pnevmo-
koki. Da bi miska tudi v primeru nesre¢ne
poskodbe ocesa ali retroorbitalnega prostora
lahko videla vsaj na eno oko, smo vse vzorce
vzeli iz retroorbitalnega prostora na isti strani.

Priprava in shranjevanje vzorcev

Odvzeto kri smo pustili v posodicah za
shranjevanje vzorcev 30 minut pri sobni
temperaturi, da se je sesirila. Vzorce smo nato
centrifugirali 10 minut pri 3500 obratih na
minuto. S centrifugiranjem smo lo¢ili serum
od krvnih celic, ki so ostale kot usedlina. Seru-
me smo odpipetirali z 10 mikrolitrsko pipeto
in shranili v hladilniku pri —20°C do uporabe.

Encimsko-imunski test

Encimsko-imunski test, krajse poimenovan
ELISA (angl. enzyme-linked immunosorbent
assay), je ena najbolj zanesljivih imunologkih
metod za merjenje kolic¢ine protiteles in anti-
genov v preiskovanem serumu (43). V nasi
raziskavi smo z njim merili mnoZino nasta-
lih protiteles po imunizaciji.

Metoda ELISA temelji na zaznavanju
imunskih kompleksov, ki so nastali med anti-
geni in protitelesi. Pri testu za doloCevanje
protiteles z ustreznim antigenom prekrijemo
trdni nosilec, npr. mikrotitrno plo$¢o. Nato
dodamo razredcen preiskovani vzorec seruma.

Ce vzorec vsebuje protitelesa, ki so pravs-
nja za vezavo z navzofim antigenom, se ta
povezejo z njimi. Nastane primarni imunski
kompleks (43). Sedaj plosce speremo s pufrom
za spiranje. S tem odstranimo vsa protitele-
sa, ki se niso vezala z antigeni na plosci. Po
spiranju dodamo z encimom oznacena sekun-

darna protitelesa, ki spoznavajo primarna. Na
sekundarna protitelesa vezan encim ne spre-
meni njihovih vezavnih lastnosti in tudi ne
sestavin imunskega kompleksa. Najpogoste-
je uporabljamo za oznacevanje protiteles
alkalno fosfatazo ali hrenovo peroksidazo.

Sekundarna protitelesa se vezejo s pri-
marnimi. Nastane nov kompleks, ki ga sedaj
imenujemo sekundarni imunski kompleks.
Ponovno speremo plosce, tako odstranimo
nevezana sekundarna protitelesa. V konéni
fazi encimsko-imunskega testa dodamo
substrat. Substrat je snov, ki jo bo encim,
s katerim je oznaceno sekundarno protitelo,
spremenil tako, da bomo to spremembo zaz-
nali kot spremembo barve. Iz koli¢ine
razgrajenega substrata lahko sklepamo na
mnozino vezanih sekundarnih protiteles in
iz te na mnoZino protiteles v primarnem
imunskem kompleksu, torej na mnoZzino pro-
titeles, ki jih je vseboval preiskovani vzorec
(13, 43).

Mikroprecipitacija v kapilari

Ena od najpreprostejsih, a u¢inkovitih imu-
noloskih metod za dolocanje prisotnosti
antigenov in protiteles je mikroprecipitacija
v kapilari (13).

Z njo hitro in zanesljivo dolo¢imo prisotnost
protiteles proti antigenom v pnevmokoknem
cepivu. Uporabili smo majhne, s heparinom
prevlecene kapilare premera 1 mm. S pomoc-
jo kapilarnega vleka smo v kapilaro najprej
posrkali pnevmokokno cepivo, to je antigen,
proti kateremu smo iskali protitelesa. Za
antigenom smo v kapilaro posrkali enako
koli¢ino vzorca. Postopek smo ponovili za
vseh 120 vzorcev.

Pri sesanju v kapilaro smo morali biti zelo
previdni, da se antigen in vzorec nista zmesala.
Zanimal nas je namre¢ nastanek precipita-
cijskega obroc¢a med obema tekocinama.
Precipitacijski obro¢ nastane takrat, ko se anti-
geni in protitelesa med seboj povezejo
v mreZo. Ta mreZa je v kapilari dobro vidna
Ze sprostim ocesom kot bel obrocek. Nasta-
nek obroca je pomenil, da so v vzorcu prisotna
specifi¢na protitelesa proti antigenom iz
pnevmokoknega cepiva. MnoZino protiteles
smo ocenili z debelino nastalega precipitacij-
skega obroca.
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Okuzba s pnevmokoki

Naso raziskavo o pomenu splenektomije na
imunski odziv operiranih misk smo zakljuci-
li z nadzorovano okuzbo misk s pnevmokoki.
Miske iz vseh skupin smo okuzili ob istem
Casu, z enako koli¢ino pnevmokokov. Nji-
hovo pocutje in poginjanje smo spremljali
v tiriurnih ¢asovnih intervalih.

Priprava pnevmokokne kulture
in suspenzije za okuzbo

Priprava bakterij pred intraperitonealnem
injiciranjem je pomemben dejavnik, ki vpli-
va na virulenco pnevmokokov in s tem na
odziv misk na okuzbo (44). Pomembno je, da
bakterije rastejo v optimalnih razmerah toliko
Casa, da dosezZejo konéno Stevilo in maksimal-
no virulenco (44).

Pnevmokoke smo gojili v tekocem tiogli-
kolatnem gojis¢u. Deset kolonij 24-urne
kulture sluznega seva Streptococcus pneumo-
niae s krvnega agarja smo suspendirali v 5 ml
tekocega tioglikolatnega gojis¢a. Pnevmoko-
ki so se nato razmnoZevali 24 ur v inkubatorju
pri 37°C in 5% CO, in dosegli kon¢no kon-
centracijo 5 x 10%/ml. To¢no §tevilo bakterij
(CFU - angl. Colony Forming Units) smo dolo-
¢ili z metodo redcenja kolonij na krvnem
agarju.

Suspenzijo za cepljenje misk smo pri-
pravili tako, da smo imeli v 50 pul kuzila
250 CFU pnevmokokov. Miske smo cepili ob
12 uri s 50 pl tak$ne suspenzije.

REZULTATI

Nastanek in potek imunskega odziva pri prei-
skovanih miskah smo merili z dolocevanjem
mnozine protiteles. Z encimsko-imunskim
testom smo merili posebej mnozino specifi¢nih
protiteles IgM in IgG. Z metodo mikroprecipi-
tacije v kapilari pa smo merili mnoZino
sintetiziranih precipitacijskih protiteles.

Mikroprecipitacija v kapilari

Najvecja mnoZina, z metodo mikroprecipita-
cije v kapilari izmerjenih, specifi¢nih protiteles
proti pnevmokoknim antigenom, ki jih vse-
buje cepivo Pneumo 23%, je za razliko od
meritev za protitelesa IgM in IgG premaknje-
na k tretjemu odvzemu. Tako je koli¢ina

protiteles pred okuzbo s sluznim sevom Strep-
tococcus pneumoniae najvedja pri skupini, ki
ni bila splenektomirana (1. skupina), sledi sku-
pina, ki je dobila cepivo 1 dan po splenektomiji
(3. skupina), najmanj pa jih je pri skupini
misk, ki so bile imunizirane 7 dni po splenek-
tomiji (4. skupina). Statisti¢no znacilne razlike
med posameznimi skupinami misk najdemo
ob tretjem odvzemu (p <0,05 pri primerjavi
skupine imuniziranih in nesplenektomiranih
in vseh ostalih imuniziranih splenektomiranih
skupin misi). Prav tako najdemo statisti¢no
znacilno razliko med miSkami, imunizirani-
mi tik pred splenektomijo, in skupino misk,
imuniziranih 7 dni po operaciji (p <0,05), ter
skupino neimuniziranih splenektomiranih
migk (p<0,05). Med skupino imuniziranih
nesplenektomiranih in tik pred splenektomi-
jo imuniziranih misi pa ni statisti¢no znacilne
razlike (p>0,05).

Koli¢ina protiteles razreda IgM v preiskova-
nih vzorcih se je vecala od prvega dne po
cepljenju s pnevmokoknim cepivom in dose-
gla vrh ob drugem odvzemu krvi 17. dan, nato
pa se je ustalila. Najmanjsa je bila ob Cetrtem
odvzemu, to je potem, ko so odporne miske
Ze prezivele okuzbo (slika 5).

Najve¢ specifi¢nih protiteles IgM proti
Streptococcus pneumoniae smo izmerili ob
drugem odvzemu. Tik pred okuzbo s sluznim
sevom pnevmokokov smo najve¢ protiteles
nasli pri skupini imuniziranih in nesplenek-
tomiranih misk (1. skupina), nato pa pri
miskah, ki so dobile cepivo tik pred splenek-
tomijo (2. skupina). Raven protiteles pri tej
skupini pa je skoraj enaka ravni, ki smo jo
izmerili pri migkah, ki so dobile cepivo 1 dan
po operaciji (3. skupina) (slika 5). Med obe-
ma skupinama (2 in 3) nismo nasli statisti¢no
znacilne razlike (p>0,05). Razliko pa smo nasli
ob primerjavi skupine imuniziranih nesple-
nektomiranih misk in vseh ostalih skupin
(p<0,05). Razlike v mnoZini protiteles IgM
med skupinami splenektomiranih misk niso
velike, viden pa je padec v mnoZini protiteles
pri vseh skupinah od drugega proti ¢etrtemu
odvzemu, kar potrjuje teoreticno predpo-
stavko, da gre za primarni tip imunskega
odziva (10).
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Slika 5. Dinamika spreminjanja mnoZine specificnih protiteles Igh proti antigenom pnevmokokov. Prvi odvzem — 10 dni po
imunizacii: Drugi odvzem — 17 dni po imunizaciji: Tetji odvzem — 4 dni pred okuzbo s pnevmokoki; Cetrti odvzem — 14 dni
po okuzbi. 1. skupina — imunizirane nesplenektomirane miske; 2. skupina — miske, imunizirane tik pred splenekfomijo;

3. skupina — miske, imunizirane 1 dan po splenektomii; 4. skupina — miske, imunizirane 7 dni po splenektomiji;

5. skupina — splenektomirane neimunizirane miske; 6. skupina — zdrave miske.

Specifi¢nih protiteles imunoglobulinskega
razreda G proti bakteriji Streptococcus pneu-
moniae je bilo najve¢ ob drugem odvzemu, to
je 17. dan po imunizaciji (slika 6). Tik pred
okuzbo s sluznim sevom pnevmokokov (tret-
ji odvzem) je raven protiteles Se vedno visoka
in najbolj znacilna za spremembe, povzroce-
ne s splenektomijo. Tako ima odstranitev
vranice teden dni pred imunizacijo (4. sku-
pina) za posledico zelo $ibko sintezo specificnih
protiteles. Najved protiteles najdemo pri mis-
kah, ki niso bile splenektomirane, cepivo pa
so dobile 10 dni pred prvim odvzemom krvi

(1. skupina). Iz prikazanih meritev se dozde-
va, da je imunizacija tik pred in 1 dan po
splenektomiji bolj uc¢inkovita od imunizaci-
je 7 dni po njej.

Pri prvih treh odvzemih, med prvo in vse-
mi ostalimi skupinami splenektomiranih
misi, ne najdemo statisti¢no znacilne razlike
(p>0,05). Razlika se pokaze pri Cetrtem
odvzemu pri primerjavi prve in druge skupi-
ne z ostalimi skupinami splenektomiranih
misi (p<0,05).

Ce primerjamo rezultate iz slik dinami-
ke IgG in IgM (sliki 5 in 6), lahko zaklju¢imo,
da izmerjene vrednosti potrdijo naso hipote-
z0, da je najustreznejsi ¢as imunizacije ob
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Slika 6. Dinamika spreminjanja mnoZine specificnih protiteles IgG proti antigenom pnevmokokov. Prvi odvzem — 10 dni po
imunizacji- Drugi odvzem — 17 dni po imunizaciji: Tretji odvzem — 4 dni pred okuzbo s pnevmokoki: Cetrti odvzem — 14 dni
po okuzbi. 1. skupina — imunizirane nesplenektomirane miske; 2. skupina — miske, imunizirane tik pred splenekfomijo;

3. skupina — miske, imunizirane 1 dan po splenektomiji; 4. skupina — miske, imunizirane 7 dni po splenektomiji;

5. skupina — splenektomirane neimunizirane miske; 6. skupina — zdrave miske.

splenektomiji tik pred ali 1 dan po posegu
(2. in 3. skupina).

Nadzorovana okuiba
misk s pnevmokoki

Vse miske smo v ob istem Casu okuzili z enako
koli¢ino pnevmokokov. Miskam smo vbrizg-
nili intraperitonealno 50 pl kuZila z 250 CFU
pnevmokokov.

V $tiriurnih intervalih smo nato sprem-
Jjali spremembo njihovega pocutja in njihovo
poginjanje. Opazovali smo jih 7 dni (168 ur).
Vecina misk je poginila v 60 urah, tiste, ki so

prezivele, pa 2 meseca po koncu opisanih
poskusov $e Zivijo.

V skupini imuniziranih nesplenektomi-
ranih misk in misk, imuniziranih tik pred
splenektomijo ni poginila nobena miska.
Najve¢ misk (3tiri) je poginilo v skupini sple-
nektomiranih misk, imuniziranih 7 dni po
operaciji in v skupini zdravih, neimunizira-
nih in nesplenektomiranih misk. V povprecju
so miske iz teh dveh skupin poginile 53 ur po
okuzbi. Po dve miski sta poginili v skupini
splenektomiranih migk, imuniziranih 1 dan
po operaciji (v povpredju sta poginili 66 ur po
okuzbi) in v skupini splenektomiranih neimu-
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Tabela 2. Nadzorovana okuzba misk s pnevmokoki. 1. skupina — imunizirane nesplenektomirane miske; 2. skupina — miske,
imunizirane tik pred splenektomijo; 3. skupina — miske, imunizirane 1 dan po splenektomiji: 4. skupina — miske, imunizirane
7 dni po splenektomii: 5. skupina — splenektomirane neimunizirane miske; 6. skupina — zdrave miske; x — povprecna vrednost.

Skupina Cas imunizacije Stevilo poginulih misk Stevilo ur od okuzbe do pogina
1. skupina brez splenektomije 0 /

2. skupina tik pred splenektomijo 0 /

3. skupina 1 dan po splenektomii 2 56/76 (x = 66)

4. skupina 7 dni po splenektomii 4 33/36/68/76 (x=53,25)
5. skupina brez imunizacije 2 60/60 (x = 60)

6. skupina zdrave miske 4 52/52/52/55 (x=53,5)

niziranih misk (v povpredju sta poginili 60 ur
po okuzbi) (tabela 2).

RAZPRAVLJANIJE

Namen nase raziskave je bil ugotoviti, ali imu-
nizacija sprozi sintezo specifi¢nih protiteles
in ali splenektomija zmanj$a zmoznost te
sinteze, ter kaksen je vpliv casa med splenek-
tomijo in imunizacijo na zmanj$anje zmoznosti
sinteze specificnih protiteles. Merili smo
mnozino sintetiziranih specifi¢nih protiteles
proti antigenom pnevmokoknega cepiva
Pneumo 23® in za$¢itno mo¢, ki jo ta proti-
telesa dajejo organizmu, ko je izpostavljen
okuzbi s Streptococcus pneumoniae.
O Zivalih in metodah dela
Zivali
Na zastavljena vprasanja smo poskusali odgo-
voriti s prospektivno raziskavo, ki smo jo
izvedli na Zivalskem modelu. V raziskavo je
bilo vkljucenih $est skupin po 5 misk.

Miske, ki so bile iz istega gnezda seva
BALB/c, so bile nastanjene v kletkah po 5.
V kletki so se igrale in v¢asih tudi spopadle.
Medsebojno nerazumevanje so kazale pred-
vsem po okuzbi, ko se slabo pocutile. Miske iz
tretje skupine so se v kletki med seboj tudi
pogrizle, kar bi lahko razlozilo, zakaj so v tej sku-
pini, ki je imela sicer veliko mnoZino protiteles,
tri od petih misk po pnevmokokni okuzbi
poginilo. MoZno namrec je, da je poleg okuz-
be s pnevmokoki prislo $e do dodatne okuzbe,
proti kateri niso bile za$citene in je zato ta bila
zanje usodna (18, 30, 32).

Zaradi moralnih nacel smo v raziskavo
vkljucili minimalno $tevilo misk. Zaradi majh-

nega Stevila preiskovancev je bilo tezko izbra-
ti primerne statistiécne metode. Smiselno bi
bilo v prihodnje raziskavo razsiriti na vecje
skupine. Zanimivo bi bilo tudi prouciti raz-
like med razli¢nimi sevi misk ali pa raziskavo
izvesti $e na drugih Zivalih (45, 46).

Splenektomija

Pred zacetkom raziskave nas je najbolj skrbelo,
kako bodo miske preZivele operacijo. Nikjer
v literaturi ni bilo opisane zanesljive tehni-
ke anestezije in splenektomije misk. Prav
tako smo bili omejeni na prostor in razmere,
v katerih so operacije potekale.

Ob pazljivem delu in izpopolnjeno mini-
malno invazivno tehniko splenektomije, so
miske operacijo zelo dobro prenesle. Ze nekaj
minut po operaciji, so se zbudile iz anestezi-
je (37, 38), in se samostojno sprehajale po
kletki. Zaradi operacije nam ni poginila niti
ena od zivali. Pooperacijske bolec¢ine smo jim
lajsali s paracetamolom (42). Tretji dan po
operaciji so bile miske Ze popolnoma zdrave
in so se vedle povsem obicajno.

Dolo¢anje mnoZine protiteles

Za doloCevanje mnoZine sintetiziranih speci-
fi¢nih protiteles v krvnem serumu misk smo
uporabili dve metodi: metodo ELISA za dolo-
cevanje specifi¢nih protiteles IgM in IgG ter
metodo mikroprecipitacije v kapilari za dolo-
Cevanje mnoZine precipitacijskih protiteles
(13, 43).

ELISA je zelo zanesljiva in natan¢na meto-
da, ki zazna Ze zelo majhno mnoZino prisotnih
protiteles. Vendar pa je hkrati tudi zelo
obcutljiva in se lahko zgodi, da na rezultate
vpivajo Se drugi dejavniki. Da bi te ¢imbolj
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odstranili, smo uporabili posebne mikrotitr-
ske plosce, prevlecene s podlago, na katero se
specifi¢no veZejo polisaharidni antigeni. Tako
smo v vzorcih resni¢no dolodili le protitelesa
proti antigenom v pnevmokoknem cepivu.

Metoda mikroprecipitacije v kapilari je
hitra, vendar manj natancna metoda kot
ELISA (43). Z njo lahko mnoZino protiteles
v vzorcih dolo¢imo z opazovanjem s prostim
oCesom, kar ima prednosti in pomanjkljivo-
sti. Glavna slabost je, da je ocenjevanje
rezultatov subjektivno.

O rezultatih

Protitelesa IgM

Protitelesa IgM so zgodnja protitelesa, ki se
po okuzbi pojavijo prva in tudi prva izginejo
(6, 7, 10, 14). Ta pojav smo opazili tudi v nasi
raziskavi. Dobro je bil namre¢ viden padec
v mnozini specifi¢nih protiteles IgM pri vseh
skupinah misk od drugega do Cetrtega odvze-
ma (29, 45).

V nasprotju s podatki iz literature (29)
smo nasdli razliko v mnozZini sintetiziranih
protiteles IgeM med kontrolno skupino (sku-
pina 1 - nesplenektomirane imunizirane
miske) in splenektomiranimi skupinami misi.
Skupina nesplenektomiranih misk je sinteti-
zirala mnogo ve¢jo mnoZzino protiteles od
splenektomiranih misk. Med skupino 1 in vse-
mi ostalimi skupinami smo s t-testom dokazali
tudi statisticno znacilno razliko (p <0,05), ki
je drugi avtorji v svojih poskusih niso mogli
dokazati.

Protitelesa IgG

Podobno, kot za protitelesa IgM, tudi za IgG
v literaturi porocajo o majhni razliki v sintezi
specifi¢nih protiteles med nesplenektomirani-
mi in splenektomiranimi miskami (29, 45). Tudi
v nasi raziskavi smo prisli do podobnih rezul-
tatov. Imunizirane nesplenektomirane miske so
sintetizirale ve¢jo mnozino specificnih protiteles
IgG proti pnevmokoknim antigenom v pri-
merjavi z ostalimi miskami, ki smo jim odstranili
vranico, vendar pa so bile razlike tako majhne,
dajih pri prvih treh odvzemih statisticno nismo
mogli dokazati (p>0,05).

Do zanimivega rezultata smo prisli ob
analiziranju vzorcev, pridobljenih ob ¢etrtem

odvzemu. Tu namrec nismo nasli signifikant-
ne razlike med prvo in drugo skupino misi,
torej med imuniziranimi nesplenektomiranimi
miskami in miSkami, splenektomiranimi in
imuniziranimi tik pred operacijo (p>0,05).
Razliko v mnozini protiteles pa smo nasli ob
primerjavi prve skupine z vsemi ostalimi (ra-
zen z drugo) in druge skupine z vsemi ostalimi
(razen s prvo) (p<0,05). Povzamemo lahko
torej, da imunizacija tik pred splenektomijo
operiranca zasciti tako, da lahko njegov imunski
odziv primerjamo z odzivom pri preiskovan-
cu z vranico.

Prvi odvzem krvi

Miskam smo kri prvi¢ odvzeli 10 dni po imuni-
zaciji s pnevmokoknim cepivom Pneumo 23°.
Z encimsko-imunskim testom smo merili
mnozino protiteles imunoglobulinskega raz-
reda IgM in IgG, z metodo mikroprecipitacije
v kapilari pa mnoZino precipitacijskih proti-
teles. Pricakovali smo, da se je v teh desetih
dneh med cepljenjem in odvzemom pri mis-
kah razvil primarni imunski odziv (7, 10).
Rezultati so pokazali, da je prislo pri vseh
skupinah migk do sinteze specifi¢nih protite-
les IgG in IgM, pri tem pa je bila mnoZina
sintetiziranih IgM vecja od IgG (29, 45). Pri
miskah je res prislo do razvoja primarnega
imunskega odziva, ki ga zaznamuje sinteza
velike mnoZzine zgodnjih protiteles IgM (10).

Drugi odvzem krvi

Drugi¢ smo miskam vzeli kri 7 dni po prvem
odvzemu, torej 17 dni po imunizaciji s pnev-
mokoknim cepivom. Pri¢akovali smo, da bo
pri miskah v 17 dneh mnoZina protiteles dose-
gla vrhunec, ki je znacilen za primarni imunski
odziv (10).

MnoZina specifi¢nih protiteles IgM je zrasla
na svojo maksimalno vrednost (29, 45). Hkrati
z njimi pa se je vecala tudi mnoZina specifi¢nih
protiteles IgG. Razlika v sintezi med skupino
nesplenektomiranih imuniziranih misi in osta-
limi skupinami splenektomiranih misk je bila
iz rezultatov dobro vidna. Med njimi smo lahko
dokazali statisti¢no znacilno razliko (p<0,05).

Tretji odvzem krvi

Stiri dni pred nadzorovano okuzbo s pnev-
mokoki smo miskam tretji¢ odvzeli kri. Pri
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vseh skupinah misk je od drugega cepljenja
preteklo ve¢ kot mesec dni. Zato smo pred-
postavljali, da je porast mnoZine protiteles,
nastalih zaradi cepljenja, v krvnem serumu
dokoncen, torej se s casom ne bo vec spremi-
njal (10). Izmerjena mnoZina protiteles naj
bi bila merilo za za$¢itno vlogo protiteles pri
okuzbi z Zivimi pnevmokoki (7).

Z metodo mikroprecipitacije v kapilari
smo pri tretjem odvzemu v krvnem serumu
misk pri vseh skupinah dokazali najvecjo
mnozino protiteles. Na to povecanje je ime-
lo najvedji vpliv povecanje mnoZine protiteles
IgG, saj se je mnozina protiteles IgM, kot je
znacilno za primarni imunski odziv, zmanj-
$ala (slika 5) (10). Od imunizacije do tretjega
odvzema je namre¢ minilo Ze vec kot mesec
dni. To pa je ¢as, v katerem je preklop sinteze
protiteles IgM v IgG skoraj koncéan. Posledi¢-
no se zmanj$a mnozina protiteles IgM in
zveca mnozina IgG (10, 14, 29, 30, 45).

Cetrti odvzem krvi

Stirinajst dni po okuZbi misk z Zivimi pnev-
mokoki smo preZivelim miskam vzeli vzorce
krvi CetrtiC. Protitelesa so miske uspes$no zas-
citila pred okuzbo (7, 18), nas pa je zanimalo,
ali se je kaj spremenila njihova mnozina.

V serumu smo nasli zmanj$ano mnozino
specifi¢nih IgG, IgM in precipitacijskih pro-
titeles v primerjavi z mnoZino, izmerjeno $tiri
dni pred okuzbo. Zmanjsanje lahko razlozi-
mo z dejstvom, da so prezivele miske za
svojo obrambo pred okuZbo porabile za$¢it-
na protitelesa, ki so jih sintetizirale zaradi
imunizacije. Ker od okuzbe do odvzema krvi
$e ni minilo dovolj ¢asa, da bi se sintetizirala
nova, je zmanjSanje mnozine razumljivo (43).

Nadzorovana okuzba misk

Rezultate, pridobljene z metodama ELISA in
mikroprecipitacijo v kapilari, smo potrdili
z nadzorovano okuzbo misk s sluznim sevom
bakterije Streptococcus pneumoniae.
Koli¢ina sintetiziranih specifi¢nih proti-
teles proti antigenom pnevmokokov po
imunizaciji s cepivom Pneumo 23® je poka-
zatelj zmozZnosti obrambe posamezne miske
pred okuzbo (7, 10). OkuZbo so preZivele vse
imunizirane nesplenektomirane miske in mis-
ke, splenektomirane in imunizirane tik pred

operacijo. Ti dve skupini migk sta imeli tudi
najvedji mnozini protiteles. Navkljub veliki
mnozini zasc¢itnih protiteles pri splenektomi-
ranih miskah, imuniziranih 1 dan po operaciji,
pa sta dve migki iz te skupine poginili. Zal sta
se ti dve miski Ze pred samo okuzbo v kletki
medseboj pogrizli, kar je verjetno privedlo do
dodatne okuzbe, ki je bila zanju usodna.
V skupini splenektomiranih misk, imunizira-
nih 7 dni po operaciji, je umrlo enako Stevilo
zivali kot v skupini neimuniziranih nesplenek-
tomiranih migk. Ti dve skupini sta imeli tudi
najmanj$i mnoZzini specifi¢nih protiteles,
torej najmanj$o moznost uspesne obrambe.

Ugotovitve

Po obdelavi vseh dobljenih podatkov in nji-
hovi razlagi lahko zaklju¢imo, da je najbolj
ustrezna imunizacija tik pred odstranitvijo
vranice ali 1 dan po nje;j.

To je v nasprotju s trditvami nekaterih
avtorjev, ki v svojih $tudijah predstavljajo
rezultate, ki kazejo, da je najustreznejse ceplje-
nje 7 ali celo 14 dni po splenektomiji (29, 30, 45).

Nasi rezultati so pokazali, da je imuniza-
cija 7 dni po splenektomiji za operirane
miske pravzaprav brez pomena, saj se pri njih
ne razvije dovolj$en imunski odziv, tisti, ki pa
se razvije pa je primerljiv s tistim, ki ga raz-
vijejo migke, ki jih sploh ne cepimo.

ZAKLJUCKI

Imunizacija s cepivom proti pnevmokokom
sproZi sintezo specifi¢nih protiteles proti
streptokoknim antigenom, splenektomija pa
zmanj$a zmoznost te sinteze. Vpliv splenek-
tomije na zmanj$anje zmoznosti sinteze
specifi¢nih protiteles je pogojen s Casom, ki
je minil med splenektomijo in imunizacijo.
Rezultati predstavljene $tudije potrjujejo
hipotezo, da je za operirane miske najugod-
nejsi Cas imunizacije s pnevmokoknim
cepivom tik pred ali 1 dan po splenektomiji.
Imunizacija v tem ¢asu omogoci nastanek
ustreznega imunskega odziva in sintezo spe-
cificnih obrambnih protiteles IgG in IgM
proti antigenom pnevmokoknega cepiva.
Imunizirane splenektomirane miske imajo
dovolj mo¢no obrambo da lahko omejijo
okuzbo s sluzno obliko bakterije Streptococcus
pneumoniae in jo brez posledic prebolijo.
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