ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKEODOWSKA
LUBLIN—POLONIA
VOL. XIII, 39 SECTIO D 1958

Zaklad Antropozoonoz Instytutu Medycyny Pracy i Higieny Wsi w Lublinie
Kierownik: prof. dr J6zef Parnas

Anna KOZICKA i J6zef PARNAS

Wyniki badan histopatologicznych narzadow
wewnetrznych matych ssakow w kierunku leptospirozy

Pesynb'ra'rbl rACTONATONOrHYEeCHKUX MCCREeNOBaAHMNA BHYTPEHHR®RX
OpravHos MEenKNX MNEHONUTAIDUIKMX; 3apaXHEeHHbLIX nenvTocnMpamu

Results of Histopathological Examination of Internal Organs
of Small Mammals for Detection of Leptospirosis

MATERIAE BADAN

II i III ekspedycja badawcza naszego Instytutu dla opracowania ognisk lepto-
spirozy na LubelszezyZnie (1956, 1957) posiadala odrebng pracownie histopatolo-
giczng. Dzieki temu mozna bylo uzupelni¢ metodyke badawcza ekspedycji, bada-
niami histopatologicznymi. Badania te, prowadzone w ciggu lata w Tomaszowie
Lubelskim kontynuowane sg w dalszym ciggu w Zakladzie Antropozoonoz,

Materialem naszych badan byly mate ssaki, gléwnie gryzonie, odlowione w ra-
mach ekspedycji przez grupe zoologiczno-ekologiczng. Mate ssaki z odlowdéw dostar-
czono do naszej pracowni w liczbie 1127 zwierzat. Ponadto zbadano 80 $winek
morskich zakazonych do$wiadczalnie,

Przy przegladaniu literatury Swiatowej (1—7), nie spotkalismy wypadku aby
bezposrednio w sklad ekspedycji badawczej w ogniskach przyrodniczych antro-
pozoonoz, a w szczegblnosci leptospiroz, wchodzitla pracownia histopatologiczna.
Badania histopatologiczne matych ssakéw wykonywane byly dotad w badaniach
leptospirologicznych tylko fragmentarycznie i na malym materiale. Dlatego tez,
oprécz histopatologii choroby Weila u czlowieka, szczura i $winki morskiej, —
znalezliSmy w literaturze krajowej i zagranicznej znikome dane o histopatologii
leptospirozy malych ssakéw. Nasze badania systematycznie prowadzone na 1127
malych ssakach dziko zyjacych i na 80 $winkach morskich, eksperymentalnie zaka-
zonych, mozna uznaé za pierwsze tego rodzaju.

METODYKA PRACY I WYNIKI

Badacze radzieccy, a w szczegdlnosci Warfotomiejewa?), przy-
wigzuja duzg wage do badania mikroskopowego materialu, pobranego
$wiezo z tkanki nerkowej malych ssakéw. Metoda ta polega na tym, ze

*) informacja ustna.
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odrazu przy sekcji maltego ssaka pobiera sie pipeta pasteurowska nieco
materialu z kilku miejsc nerek, zawiesza sie materiat w roztworze
fizjologicznym i bada sie w ciemnym polu widzenia.

W naszych badaniach mikroskopowych zastosowaliSmy réwniez me-
tode barwienia leptospir. Nie majgc wlasnego doswiadczenia wyprébo-
walismy kilka sposobéw barwienia, a mianowicie metody: Kiktenki,
Pulchera, Romanowskiego-Giemzy, metode kombinowana
May-Grinwalda-Pappenheima, i metode impregnacji wg
Fontany.

W wyniku tych préb wstepnych doszlismy do przekonania, ze najbar-
dziej odpowiada nam metoda Fontany. Ta metodg przebadaliémy
800 szt. matych ssakéw.

Bioragc pod uwage, ze preparaty mazane sporzadzano kazdorazowo ze
$ledziony, wgtroby i nerek, trzeba bylo przebada¢ 2400 preparatow
mikroskopowych. To zadanie zostalo wykonane w czasie ekspedycji.
Metoda impregnowania polega na tym, ze przygotowuje sie trzy rozine
roztwory w skiad ktérych wchodzg: formaldehyd, kwas octowy, tanina,
fenol, AgNOs i amoniak.

Barwienie: na wysuszony na powietrzu preparat nalewa sie trzykrotnie
przez 30 sek. roztwoér pierwszy, Potem splukuje sie alkoholem absolutnym,
w ktérym pozostawiamy go na 3 minuty, Po odparowaniu alkoholu i wyschnieciu,
preparat zadaje sie na 30 sek. roztworem drugim i podgrzewa do ukazania sie pary.
Nastepnie dokladnie splukuje sie najpie-w woda bizzgcy, potem destylowang i za-
nurza sie w roztworze trzecim, ktéry podgrzewa si¢ przez 1 minutg; nastepnie
splukuje si¢ woda destylowang i pozostawia do wyschnigecia.

Przegladajac preparaty spostrzegaliSmy leptospiry w watrobie w po-
staci kretkow impregnowanych srebrem w skupiskach miedzy komoér-
kami. Podobny obraz spostrzegano w $ledzionie. W niektorych prepara-
tach byly to tylko pojedyncze leptospiry, w innych mniejsze lub wieksze
zgrupowania. W tkance nerkowej zauwazono kretki bardziej wydiuzone
pojedynczo lub w skupiskach. Oczywisdcie tego rodzaju badania mikro-
skopowe przyjmowaliSmy jako kontrolne, starajgc sie przy tym
odrézni¢ leptospiry od artefaktéw. Jednakze, przy zestawieniu wyni-
kéw badan mikroskopowych z wynikami pracowni serologicznej, stwier-
dzaliSmy, Ze sg zgodne one w duzym odsetku; w innych przypadkach,
badanie mikroskopowe uzupelnialo badanie serologiczne. Ogédinie poda-
my, ze wsréd 800 matych ssakéw zbadanych metoda Fontany, mikro-
skopowo dodatnich bylo:

1. Microtus arvalis na ogélng liczbe bad. 373 dodatnich — 24
2. Arvicola terrestris " ’ » » 100 » — 25
3. Fiber zibethicus ” ' v » 29 ” — 0
4. Rattus norvegicus » " " " 9 ” — 0
5. Erinaceus roumanicus » " " » 57 » — 1
6. Sorex araneus - " - " 6 . — 1
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7. Neomys fodiens na ogélng liczbe bad. 20 dodatnich — 4
8. Apodemus agrarius ” . v » 1 » — 0
9. Cricetus cricetus ” ” ’ » 50 " — 9
10. Micromys minutius » ” ” ” 13 " — 4
11. Talpa europaea » ’ ’ » 2 " — 1
12. Sorex minutus ” ’ » » 28 » — 5
13. Crocidura leucodon ” ” » ” 3 " — 0
14. Mustella nivulis ” » ’ - 7 ” — 7
15. Microtus ratticeps » » » » 188 — 41
16. Clethrioromys glareocius ” ’ . e 3 . — 1
17. Mustelic putorium » ’ » » 1 ’ — 0

Badania histopatologiczne malych ssakodow:

Od kazdego malego ssaka (1127 szt.) pobierano nerki, $ledzione, wgirobe, pluca,
serce i wezly chlonne. Narzady te cdpowiednio numerowane, utrwalono w 7—10%
roziworze obojetnego farmolu. Utrwalony material zanurzano w 95% alkoholu,
stad przencszono do wody destylowanej kilkakkrotnie zmienianej. Potem przeno-
szono do $wiezo przyrzadzonego 1—3%e azotanu srebra na 2—3 dni przy temp. 37°C
w termostacie a po dokladnym sptukaniu wodg destylowang zanurzano w utrwa-
laczu zawierajgcym kwas pyrogallowy i formol, na 1—2 dni w temp. poko-
jowej., Nastepnie skrawki plukano w wodzie destylowanej i odwadniano alko-
holem absoluinym i ksyleniem. Po doktadnym odwodnieniu i zamknieciu w para-
finie wykonywano skrawki mikrotomowe grubosci 3—5 mikronéw, a nastepnis spo-
rzadzano preparaty, Jest to skrocona przez nas metoda Levaditiego. Rowno-
czesnie wykonywano preparaty barwione hematoksyling i eozyng celem okre§lenia
zmian w komérkach narzadow. Preparaty barwione metoda Levaditiego daja
piekniejszy obraz anizeli prepara.y mikroskopowe barwione metodg Fontany.

Szczegolnie charakterystyczny jest uklad leptospir w tkance nerko-
wej. W swietle wlasnych spostrzezen moznaby poda¢ nastepujace typy
tego uktadu:

Typ I: W $wietle kanalikow nerkowych widoczne sg geste, intensyw-
nie barwigce sie zlepy leptospir, przylegajace sScisle do nablonka,

Typ II: W $wietle kanalikéw nerkowych widaé¢ skupiska przypomi-
najgce luzne klebki.

Typ III: W s$wietle kanalikéw nerkowych widoczne sg luZne i nie-
regularne skupiska, czesciowo tylko przylegajace do nablonka.

Typ IV: Male, punkcikowate skupiska leptospir w $wietle kanalikéw
nerkowych.

Preparaty te wyjasniajg nam jak wielkg role odgrywa tkanka ner-
kowa, a w szczegdlnosci kanaliki, jako dlugotrwale siedlisko leptospir
u malych ssakéw. Mocz, przeptukujac kanaliki nerkowe, unosi z sobg
mase leptospir i nic dziwnego, ze Warfolomiejewa i wspdlpra-
cownicy stwierdzali czasem w moczu matych ssakéw okolo 300 leptospir
w polu widzenia. Fakt ten ma duze znaczenie epidemiologiczne. Male
ssaki, u ktérych w nerkach stwierdzono leptospiry bez obecnosci
swoistych przeciwcial w surowicy krwi sg klasycznymi nosicielami
i siewcami leptospir (tab. 1).
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W Dbadanych narzadach matych ssakéw zakazonych leptospirami
stwierdzaliSmy nastepujace zmiany histopatologiczne: objawy zwyrod-
nienia migzszowego, drobne ogniska martwicy w migZzszu, pojedyncze
nacieki limfocytarne i leukocytarne, wybroczyny krwawe w tkance
podscieliskowej narzadéw migzszowych z minimalnym odezynem lgczno-
tkankowym, Spostrzegane przez nas zmiany anatomiczno-patologiczne
w narzadach malych ssakéw wskazuja na to, Zze leptospiroza przebiega
u nich, jesli mowa o naszych badaniach i o leptospirach: L. grippotyphosa,
L, sejrce i inne, — z wylaczeniem L. icterohaemorrhagiae, L. canicola, —
w postaci raczej przewleklej, bez ognisk martwicy i wiekszych naciekéw
zapalnych. Swiadczy to o symbiotycznych stosunkach ukladajacych sie
w pewnych granicach, miedzy ustrojem malych ssakéw, a bytujacymi
u nich leptospirami. Pozostaje to zapewne w zwigzku ze wspélng, dluga
droga wzajemnego rozwoju ewolucyjnego.

WNIOSKF

1. W kompleksie badan leptospirologicznych nie mozna zaréwne
w ekspedycjach, jak i w pracach doswiadczalnych, pomija¢ metodyki
mikroskopowej i histopatologicznej; w tym zakresie nasza praca wnosi
pewien wklad do pismiennictwa polskiego i zagranicznego.

2. Zar6wno badania mikroskopowe narzadéw matych ssakow, wy-
konywane metoda Fontany, jak réowniez bardziej dokladne bada-
nia histopatologiczne wykonywane metoda Lewaditiego i bar-
wione hematoksyling i eozyna, wykazaly, ze wsrdd 1127 matych ssakow,
odlowionych w ogniskach przyrodniczych leptospiroz, stwierdzono liczne
przypadki dodatnie. Pokrywatly sie one w czedci z badaniami serologicz-
nymi krwi malych ssakéw, oraz z posiewami bakteriologicznymi ich
narzagdéw. Pewna- cze§¢ dodatnich wynikéw mikroskopowo-histopatolo-
gicznych, uzupeiniata wyniki badan mikrobiologicznych. Jak przedsta-
wiono w tabeli 1, u czeSci matych ssakéw stwierdzono w tkance nerek
leptospiry bez obecnosci przeciwcial antyleptospirozowych w surowicy
krwi. Sg to klasyczni nosiciele i siewcy leptospir, odgrywajacy duzg role
epidemiologiczng w ogniskach przyrodniczych gorgczki blotnej.

3. Mozna bylo wyrézni¢ 4 postaci charakterystycznego ukladu lepto-
spir w tkance nerkowej.

4. Badania histopatologiczne wykazaly w narzagdach malych ssakéw,
zakazonych leptospirami, zmiany nastepujgce: objawy zwyrodnienia migz-
szowego, drobne ogniska martwicy w miazszu, pojedyncze nacieki limfo-
cytarne, wybroczyny krwawe w tkance podscieliskowej narzgdéw migz-
szowych z minimalnym odczynem laczno-tkankowym.
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PE3IOME

Cnegyer mHONYEpPKHYTh, 49TO B KOMINIEKCE JIENTOCIUPOIIOrHIECKHX
HCCIIEROBAHMII HEIb3A HAK B HAYYHBIX JKCIENAUUAX, TAK U B SKCHEpPH-
MeHTaJIbHHIX JabopaTopHEIX paforax, ynyckaTb H3 BUNY MHKPOCKOIHYE-
CHYI0 M THCTOMATOJIOTMYECKYI0O METONMKY ; B 3TOM OTHOILIEHUH paboTa ab-
TOPOB B HEKOTOPOil cTeneHy oborainaer Kak CODTBETCTBEHHYIO NMOIbCKYIO,
TaKk W 3apy0esxHyI0o HaydHYIO JUTepPaTypy.

W mukpocronudyecKkue HCCIEeNOBaHUA OPrasHoB MeETKUX MIEeKonuTa-
IOIKX, NpousBoguMeie no Metony QonTaHel, 1 Golee TOYHEIE M MOTPOOG-
HEle [ACTOINATONOTMIECKIIe NCCIIeloBaHusA, IPOBONIIMEIe 1o MeToy JleBamu-
TH 1 METONOM OKPALIMBAHUA IeMaTOKCHUJINHOM M 903WHOM MMOKA3ald, 4TO
cpenu 1127 MeJKMX MIIEKONMUTAIOUIMX, CJIOBICHHBIX B HATYPaJbHBIX oOYa-
rax JJenTocnaposoB, ObIIHM YCTAaHOBIEHH MHOTOYHMCIEHHEBIE II0JIOMKUTEIb-
yble cily9ad, KOTOpEIE YaCTUYHO COBIANAJIM C pe3yiIbTaTaMMu CepoJIoruye-
CKUX HCCIefOBaHUil KPOBH MEJIKUX MIEKONMTAIOUIHX, 4 PaBHO ¥ C Hoce-
BaMu GaKTepHil, BHIIEIEHHHX M3 uX opraHoB. Omnpegenedsasd vacrb mo-
JOKUTEIBHEIX MHMKPOCKOMNYECKN — TUCTOMATOJOTHYECKUX PE3YyIhTATOB
Onlna pomojiHeHHeM MHUKPOOUONOTMYECKHX HCCIeNoBaHuil.

Hak morazano Ha Ttabmnie I, Yy 4YacTH MeJdKAX MJIICKOIUTAIIIAX
oﬁnapymeﬂm B MOYEYHOH THKAHU JENTOCIIUDLI IIPU DOJHOM OTCYTCTBHU
COOTBETCTBEHHHIX AHTHUTE.I B CHIBODOTHE KPOBU. ITH MIEKOMIUTAIoIIe
ABJIAIOTCA IIOJINHHBIMY HOCHTEIAMM JIENTOCIUD, UTPAIOIINIMUA OITPDOMHYIO
INUAEMNOIIOrNYECKYI0 POJIb B NPUPOAHEBIX oOdYarax BOIXHOH JIUXOpanKu,

B moueyHoit TKaHM aBTOpPaM YHAANOCH BHINEIWTH YeTHIpE MITaMMa
JIeNTOCHUP XapaKTepHHIX 1A 2TOH TKaHMU.

Ha ocHoBanuu rmcronaTolorniecKux MCCIefOBaHUI B opraHax Medm-
KMX MIIEKONHTAIOMUX, 3apaKEeHHEIX JIeNToCnupaMu, ofHAPYHHEHH cleny-
Iole u3MeHeHUA: CUMNOTOMBI NMAapPEHXMMATO3HOI'O BHIPOMICHHUA, MEIKUe
o4ard HEeKposa B MapeHxXuMe, eMHHUYHHE JuMPaTHdecKne MHQUIBTPATH,
KPOBOM3JINAHUA B IMONCTUIANOIENl TKAaHM NapeHXHMAaTO3HEIX OPraHoB
¢ MUHHMAJbHOI COENMHUTENLHOTHKAHEBOR pearuueii.
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SUMMARY

In the complex of leptospirological investigations, both during expe-
ditions and in experimental research work, the microscopic and histo-
pathological methods should not be neglected; in this connection the
present paper is a certain contribution to the Polish and foreign litera-
ture on this subject.

Both microscopic examination of organs of small mammals carried
out with the use of Fontana’s method, and more exact histopathological
investigations conducted according to Levaditi with the use of haema-
toxylin and eosin staining showed that in 1127 small mammals caught
in natural foci of leptospirosis, numerous positive cases could be found;
they partly fitted in with serological blood tests and with bacteriologi-
cal cultures from organs of small animals. A certain part of positive
microscopic and histopathological results supplemented the results of
microbiological tests. :

It follows from table I that in a number of small mammals there
were found Leptospira in the kidney tissue while antileptospirosis
antibodies were absent from blood sefum. These are the classic carriers
and spreaders of Leptospira and they play an important epidemiological
role in natural foci of swamp fever.

4 forms of the characteristic behaviour of Leptospira in the kidney
tissue could be distinguished.

Histopathological examination revealed the following changes in the
organs of small mammals infected with Leptospira: symptoms of paren-
chymatous degeneration, small necrotic foci in the parenchyma, single
lymphocytic infiltrates, extravasations in the lining tissue of parenchy-
matous organs with a very weak connective tissue reaction.
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