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Navorsingsbriewe

Die invloed van koolstofpartikels op die vernietiging
van Mycobacterium bovis deur die alveolére

makrofaag

Onlvaiif; 10 Okloher 1997: luiimidr 20 Oklohcr 1997

A bstract

Influence of carbon particles on the killing o/Mycobacterium bovis by the alveolar macrophage
Diagnostic bronchoscopies done on unlrealed indigenous African patients with tuberculosis revealed a majority ofalveolar macrophages
that werefilled with carbon particles. The aim ofthis investigation was to determine whether intracellular carbon particles could inhibit
the killing o/Mycobacterium bovis (M. bovis) by the alveolar macrophage.

Alveolar macrophages were obtained by bronchoalveolar lavagefrom nine adult rabbits and cultured. In nine as.'iays experimental
cultures were exposed to Mycobacterium bovis and carbon particles, controls only to Mycobaclcrium bovis organisms. Killing oforgan-
isms was determined by viable colonyforming unit (CFU) counts. The level ofsignificance was determined by means ofa statistical test

for sample proportions and by using Student's t-test.

With regard to the average number ofviable Mycobacterium bovis CPU3, counted in triplicate in nine assays, there is a significant
difference between the e.xperiments (4218) and the controls (1984) - p<,05.

It is concluded that excessive amounts of carbon particles significantly inhibit the killing o/Mycobaclcrium bovis by the alveolar
macrophage. This effect on the alveolar macrophages coidd be one of manyfactors which could contribute to the high occurrence of

tuberculosis in Third World countries where indoor hiofuels are used.

INLEIDING

Die afgelopc dekade het die Westerse wércld 'n mcrkbarc
bewustheidontwikkel virdiebydrae vansigarctrooken passiewe
rook tot respiratoriesc sicktes.'-A-A*’-** \/erskeie navorsers
assosieer ook longsicktcs met oormatige binnenshuise bio-
brandstofrook, dog nérens in die literatuur word oormatige
binnenshuise rookkonsentrasie met die insidensie van puimonere
tuberkulose en alveoléremakroraag-dislunksie geassosieer
nie." " ""Tuberkulose is 'n groeiende gesondheidsprobleem in
die wéreld. Die Wereld Gesondheidsorganisasie (WGO) hot in
1992 bepaal dat ongeveer 1 700 miijoen niense wéreidwyd
geinfekteer was. Dit betrck nagenoeg ’'n derde van die
wéreldbevolking. In 1990allccnismeeras8miljoennuwegcvalle
aangemeld en ongeveer 3 miijoen mense het aan tuberkulose
gesterf(waarvan 90% inDerdew éreldlande).Hierdie mense
maak oorwegend van oop, binnenshuise vure van biobrandstof
gebruik vir kook en verhitting in tradisionele hutte sonder
skoorstenc. Daaglikse blootstelling aan binnenshuise rook is
twintig maal groter in hierdie hutte as in wonings in ontwikkeide
iande.

Diagnostiese brongoskopiec, uitgevoer op onbehandelde
inheemse swart pasiente met tuberkulose, het getoon dat die
alveolére makrolage beduidend met koolstofpartikels gevul is.
Die aOeiding is gemaak dat dit die gevolg was van oormatige
inaseming van rook en die daaropvolgende fagositose van
koolstof deur alveolére makrolage. Die doel van hierdie studie
was om vas te stel of koolstofpartikels intraselluler die
vernietiging van Mycobacterium bovis (M. bovis) deur alveolére
makrofage inperk.

MATERIAAL EN METODES
In die huidige studie is drie inokulasiestimulasies op gesonde

konyne uitgevoer voor die eksperimente *n aanvang genecm het.
Die konyne is 5 weke voor die eksperimente gevaksineer deur 'n

inspuiting van 0,1 ml BCG-vaksien (Staatsvaksien instituut,
Pinelands), hersaamgestel in 0,6 ml hersamestellingsvloeistof (1
X 10’ organismcs). Hierdie proses is 3 en 2 weke voor die
eksperimente herhaal. Hipersensiliwiteitstoetse is volgens die
nictodc van McMurray et al. na die finale inenting™" uitgevoer.
Die proefdiere is versiglig gemonitor vir infeksie, gewigsverlies
of sicktetoestande. Slcgs gesonde konyne, sensitief vir stimulasie,
is in die “vcrnietiging”-studies aangewend.

Die vernietigingsessai is gebaseer op die afname in getal
lewensvatbare miko-organismes gedurende inkubasie saam met
fagosiete. In die metodes wat gewoonlik aangewend word, word
die tempo van intrasellulcre vernietiging van mikobakteriec
bepaal. Dit is direk alTianklik van die tempo van miko-organisme-
ingestie."* Ingestie is geinhibeer in alveolere makrofage wat
koolstofpartikels bevat. In hierdie ondersoek was dit belangrik
om te bepaal watter perscntasie van die totale M. />0i'/'.v-organismes
wat blootgestel is in die eksperimente vernietig is. Tydens
evaluering van die resultate is die intrasellulcre vernietiging asook
die ekstrasellulére onopgeneemdc M. /jow/i-organismes in
aanmcrking genecm. 'n Gewysigde metode, bcskryf deur Leijh
cl al., is aangewend."*

Alveolere makrofage is deur niiddel van spooling by immuun
volwasse konyne (Oryctolagus cuniculus) bekom en gekweck."”
Selle vir elk van die ncge cssais is van negc vcrskillende konyne
bekom. Selle is teen ’n konscnlrasie van 10 x 10“selle per m/in
’n volledige grocimcdium, wat bestaan uit Eagle .se minimum
essensielc medium (MEM), Earle se soul en L-glulamien,
saamgcstel. Die medium het bykomstig 30% hittegeinaktiveerde
menslike serum cn Novopen (100 \igIimf) bevat. Volumes van
0,2 m( van hierdie suspensie is oorgcdra na elk van drie 15 mf-
proel'buise. Houtkoolstofpartikcis is gesuspendcer in ’n steriele
fosfaalbuffer(pH 7,2),gcnitreerdcurno. 1Whatmanfiltreerpapier
en vier maal by 125 x g gesentrifugecr. Supernatantpariikels
(kleineras 0,2]am)isby ’ndigtheid van 95 Klctt-eenhede gebruik.
Mycobacterium iioWi-organismes (Japannese slam 172 met ’n
massa van 24 g voor vriesdroging) is in ’n steriele
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lasraalgcbulTcrde .souiopio.ssing (pH 7.2), lecii 'n kon.scnirasie
van 40 - 60 x 10’ Icwen.svatbare organismcs per ni/ lier.saanigesiel.
Mycobacterium bovis en koolslofparlikel.s is vir 30 minute, voor
byvoeging tot die selkiilture, met 30% vars menslike serum
geop.sonifiseer. In elk van die nege aparte essais is volumes van
0,2 ni/of 0,6 m/van die koolstol'partikelsuspensie by elk van
drie eksperimentele kullure gevoeg. ’'n Gelyke volume van 0,6
m/groeimedium is by drie kontroles gevoeg. Kulture is met 5%
COj oorspoel en by 37 "C vir 18 uur geinkubeer, sodat kool-
stofpartikelingestie kon plaasvind. Na 18 uur is 0,2 m/ van die
M. /)i’i.v-suspensie by al die kulture gevoeg en vir 2 luir
geinkubeer. Ingcstie-indekse van die kontroles en eksperimeiiic
is bepaal nadat mikroskoop-skyllepreparate van elke kultuur berei
is. Die ingestie-indeks het die persentasie alveolére makrolage
wat M. /wW.v-organismes opgeneem hel, aangedui. Drielionderd
selle is morl'ologies vir elk van die eksperimente en kontroles
ondersock. Kulture is vir ’ii verdere 40 uur geinkubeer vir die
vernietiging van M. hovis.

Nadie40 uur-inkubasieperiode is kulture gesentrifugeer teen
400 Xg vir 20 minute om .sedimentasie van alveolére makrolage
asook M. bovis tc bewerkstellig. Yskoue, gestcrilisecrde
gedistilleerde water {I m/) is by die selsuspensies gevoeg en vir
30 minute by 4 "C gclaat vir Use van die makrolage. Kullure is
lilerna wccr vir 20 minute teen 400 x g ge.scntril'ugeer. Nadat die
supernatant verwyder is, is daar 'n 0,2 mf bakteriele suspensic

agtergelaat.

10'*-veidunnings van die bakteriele suspensies is voorberei.
Volumes van 10 van die verdunde suspensies is in triplikaat
op glasplaal jies gcpipetteer en vir .ses weke geinkubeer, sodat M.
)in'/.v-kolonicvorming kon plaasvind.

STAIISTIKSKANAMSK

Die vlak van beduidendlieid is bepaal deur vergelyking van
resultate deur middel van 'n statisiiesc loels vir sicekproel'pro-
porsies en deur tc loels vir die vcrskil tussen die gemiddeldes
met Student se t-verdeling.

RKSUL'IATK

Tabel lillustrcerdat oormatige koolstol'partikelkon.scnlrasie die
ingcslie van M. bovis in die eksperimente gei'nhibccr het. Dil
mag ’'n bydraende Il'aktor vcrlecnwoordig in die waargenome
afname in vernietiging. Resultate illustreerdat indie laer(0,2 ni/)
koolslol'partikelkullurc, slegs 14% van die alveolere makrolage
nicer as 20 koolstolpartikels ingcneem het. In die hocr (0,6 m/)
koolstorpartikelkullure was die syfer 68,67%. Hierdie vcrskil is
statistics bcduidend - p<,001. Die persentasie makrolage wat
gevolglik nicer as twinlig M. /wr/.v-organismes ingcneem licl, is
bctekenisvol kleincr in die 0,6 m f koolstorparlikclkulture (12%)

TABEL 1 Die gemiddelde persentasie alveolére makrofage wat koolstofpartikels of M. bovis in nege essais

gefagositeer het

Koolstofpartikel- *20+ Koolstof-

suspensie partikels
Eksperimente Eksperimente
0,2 m/ 14% 53%
0
0,6 m/ 68,67% 12%

**20+ M. Bovis-
organismes

Ingestie-indeks

Kontroles Eksperimente Kontroles
73,67%
65,67% 81,67%
55%

Die gemiddelde persentasie alveolere makrofage wat meer as 20 koolstofpartikels gefagositeer het.
Die gemiddelde persentasie alveolere makrofage wat meer as 20 M. bow's-organismes gefagositeer het.

TABEL 2 Die gemiddelde aantal kolonievormende M. /jov/s-eenhede wat in eksperimente en kontroles getel is

Essais Kontroles
1 250
I 237
n 201
v 190
\% 232
Vi 264
Vi 187
VI 204
IX 219
TOTALE KVE 1984
GEMIDDELD 220,44
SA 27,10

KVE = Kolonievormende eenhede

0,2 m/ Koolstofpartikel-

0,6 m/" Koolstofpartikel-

ekperimente eksperimente

290 474
303 429
271 501
253 468
230 542
264 456
270 498
236 450
250 400
2 367 4218
263,00 468,64
23,80 42,00
P<0,05
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as in die 0,2 m/ koolstofparlikciiculturc (53% ; p<,001) asook
die kontroles (65,67% : p<,001). Wat M. Z?«Wi-ingeslie bclrcf, is
daar 'n beduidende verskil lusscn die 0,6 in/ koolstorpartikcl-
kulture en die kontroles (55% : 81,67% : p<,()0l). Die verskil
lussen die 0,2 m f koolstofpartikelkulture en die kontroles is egter
nie statisties beduidend nie.

Tabel 2 toon 'n beduidende verskil in die gemiddelde getal
lewensvatbarc M. bovis kolonievormende eenhede, wat in die
verdunde 0,6 mAkoolstofpartikelkuliure sowel as kontroles gctcl
is (469 :220). Daar bestaan geen beduidende verskil tussen die
verdunde 0,2 m/-koolstofpartikelkulture en die kontroles nie (263
: 220). Dit is aanduidend dat die vernietiging van M. bovis-
organismes slegs benadeel word by oormatige inname van
koolstofpartikels deur die alveolcre makrofaag.

BESPREKING

Die vernietiging van mikobakteriee deur die alveolcre makrofaag
berus op die algemene immuniteit van die gashecr, asook die
aktivering van spesifieke seltipes vir antimikrobe-aktiwiteit.A'-""
Immuniteit teen tuberkulose is uiters ingewikkeld en die
kompleksiteit van alveoléremakrofaagt'unksie in hierdie verband
is nog onduidelik. T-selle (spesiliek vir mikobakterie-antigeen)
kan alveoléremakrofaagaktiwiteit verhoog deur middel van sel
tot sel kontak en/of deur die vrystelling van limfokiene soos
makrofaag-aktiveringsfaktore (MAF).*

Mikobakteriee is sterk induseerders van sitokienproduksic
[tumor nekrotiserende faktor (TNF) en interleukien I (IL-1)J deur
die alveolcre makrofage.r*-~* Sitokienvrystelling tydens
mikobakteriele infeksic is beduidend, aangesien ’n verhoogde
produksie van TNF deur alveolcre makrol'age die intrasellulerc
groci van mikobakteriee in pulmoncre tuberkulose beperk.N-A""/re
Verskeie mikobaktcriese prote'iene wat sitokienproduksic deur
alveolcre makrofage induseer, is reeds geidentirisccr.”

Lowrie et al. het in ’n studic op marmotte aangctoon dat daar
’n beduidende toename in die vernietiging van mikobakteriele
organismes was wanneer marmotte konvensioneel teen die
organisme ingeént is.™ Hierdie studie bcklcmtoon die belang
daarvan om ’n immuunrcspons uit te lok ten einde antimikrobe-
aktiwiteit te optimaliseer.

Mikro-organismes kan op twee wyses binne die fagolisosoom
van die alveolcre makrofaag vcrnietig word: ’n suurstofafhanklikc
proses van suurstoffluks waarby die vrylating van reaktiewe
oksidant betrokke is, asook ’n suurstofonafhanklike proses,
waarby slegs die aktiwiteit van lisosomale cnsieme betrokke
jg 2.31.32,33.34,3%.36 Alvcolcrc makrofagc bevat min of geen
miéloperoksidase-ensiem (wat vir die produksie van die potente
reaktiewe oksidant, hipochloorsuur, verantwoordelik is) nie.N' ”
Hierdie oksidant word waarskynlik glad nie deur die alveolcre
makrofage gcvorm nie. Alhoewel alveolcre makrofage
superoksied en waterstofperoksied-voorlopers tydens
mikobakteriele vernietiging produseer, wil dit voorkom asof
peroksiedonanianklike meganismes (wat te make het met die
aktiwiteit van cnsieme met antimikrobe-akti witcit) betrokke is.”

Groot hoevcelhede koolstofpartikels verminder die
konsentrasie van superoksied, watcrstofpcroksicd-oksidante,
suurfosfatase en lisosomale cnsieme in die alveolére
makrofaag.N""” Hierdie ensieme bcvat onderskcidclik antimikrobe
en degraderende aktiwiteit.Negishi het bevestig dat
alveolérc makrofage wat swaar gelaai is met fyn koolstof, geen
suurfosfatase-aktiwiteit vertoon het nie."”Hierdie makrofage het
tyd- en dosisafhanklik in die alveoli geakkumuleer. Die navorsers
het voorgestel dat die akkumulasie van partikelbelaaide
makrofage deur 'n afname of verlies van aktiwiteit, veroorsaak
is.

Sarkar en Chattoray het bevind dat prote'iene, by ’n pH van %5,
optimaal aan die oppervlak van koolstofpartikels adsorbeer."
Vernietiging van mikobakteriee binne fagolisosome van alveolcre
makrofage, vind by 'n pH van 4,5 - 5,5 plaas.”*" Fagolisosome
verskaf dus 'n gunstige omgewing vir adsorpsic van prote'iene
(ensieme) aan geingesteerde koolstofpartikels. Daar word
voorgestel dat adsorpsie van prote'iene (ensieme) by ’n suur pH,
waarskynlik die meganisme is waarop die inhibitoriese effekte
wat deur koolstofpartikels veroorsaak word, berus. Verdere
onder.soeke word onderneem om hierdie teorie te bevestig.

GEVOLGTREKKING

Groot konsentrasies koolstofpartikels, opgeneem deur'alveolére
makrofage, het 'n beduidende onderdrukkende effek op die
vernietiging van M. bovis deur hierdie selle. Hierdie verswakte
antimikrobe-effek van alveolcre makrofage op mikobakteriee,
kan een van vele faktore wees wat mag bydra tot die hoe insidensie
van tuberkulose in Derdewereldlande, waar biobrandstof
binnenshuis gebruik word.
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