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Postacie L pateczek E. coli i Proteus w doswiadczalnym
odmiedniczkowym zapaleniu nerek u szezurow

Ilrtamme! L. nagodex E. coli m Proteus B 9KCNIEPUMMEHTaJNbLHOM ITHMEJIOHepUTE
¥ KDBbIC

L-forms of E. coli and Proteus in Experimental Pyelonephritis in Rats

Bezobjawowy lub nietypowy w swym obrazie klinicznym i bakteriologicznym
przebieg przewleklego odmiedniczkowego zapalenia nerek (o0.z.n.) sugeruje moz-
liwg role nietypowych postaci bakteryjnych w etiopatogenezie tego schorzenia.
W ramach badan nad rolg postaci L. pateczek E. coli i Proteus w rozwoju prze-
wleklego o.zn. u dzieci, przeprowadzono réwniez odpowiednie badania do$wiad-
czalne u szczuréw.

MATERIAL I METODYKA

Odmiedniczkowe zapalenie nerek wywolywano do$§wiadczalnie u szczuréw bia-
tych, samcéw, wagi okolo 200 g, ktére zakazano wprowadzajgc domiedniczkowo
zawiesiny form L paleczek E. coli i Proteus. Utrwalone postacie L. Proteus szczepu
wzorcowego Dienesa przenoszono do hodowli na bulionie weglowym wg Lor-
kiewicza (1958) do wyjalowionego uprzednio moczu szczuréw, do ktoérego do-
dawano 0,3 M sacharoze. Nieustalone postacie L E, coli i Proteus, otrzymywane ze
szczepOw tych pateczek, uzyskiwano z moczu chorych na o.z.n. wysiewanych na
podloza dla postaci L, uzupelniane meticiling (dla konwersji form L Proteus i cyclo-
seryng dla konwersji form L. E.coli). Podloza dla wzrostu form L przygotowywano
wg Lederberga (1858). Zebrane mechanicznie z powierzchni agaru kolonie L
zawieszano w uprzednio wyjalowionym moczu szczuréw (wyjalawiano przez filtr
Seitza), do ktsrego dodawano 0,3 M sacharoze oraz odpowiednio meticiline Iub
cycloseryne. Przed zakazeniem szczuréw badano w mikroskopie kontrastowo-fazo-
wym zawiesiny postaci L. w moczu, a dla kontroli ich zdolno$ci wzrostu i rozmna-
zania wysiewano je na odpowiednie podloza.

Zawiesiny postaci L E. coli i Proteus po kilku godzinach inkubacji w temp. 37°C
wstrzykiwano bezposrednio do miedniczki nerkowej u 15 szezuréw, podzielonych
odpowiednio do rodzaju podawanych form L na trzy grupy, po pieé zwierzat kazda.
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Szezury zakazano w narkozie eterowej. Przy zachowaniu warunkoéw jalowoseci pola
operacyjnego podwigzywano moczowdd lewy ponizej jego uj$cia miedniczkowego,
a nastepnie wstrzykiwano bezpos$rednio do naklutej cienksy igla miedniczki 0,1 ml
zawiesiny form L. Trwale podwigzanie moczowodu utrzymano u 10 szczuréw,
u pieciu usunieto ligature po kilku godzinach, Z kazdej grupy dekapitowano jedno
zwierze w czasie: 3 dni po zakazeniu i kolejno po uplywie dwu, czterech, pieciu
i sze§ciu tygodni. Usuwano obie nerki, przeznaczajac jedng polowe kazdej do ba-
dania bakteriologicznego, drugg do badania histologicznego,

Badania bakteriologiczne nerek obejmowaly: a) bezpoéredni posiew materiatu
pobranego ezg z powierzehni przeciecia nerek na plytki ze zwyklym agarem od-
zywezym i agarem miekkim o skladzie przewidzianym dla wzrostu postaci L;
b) inokulacje zmiazdzonej tkanki nerkowej w bulionie odzywezym i bulionie
weglowym. Plytki i bulion inkubowano w cieplarce. Plytki ogladano w mikrosko-
pie kontrastowo-fazowym w pierwszych 12 godz. kilkakrotnie, potem przez kolejne
10 dni jeden raz na dobe. Bulion zwykly i weglowy po 24—48 godz. inkubacji
przesiewano na plytki z agarem miekkim, badajac na nim wzrost postaci L
codziennie do 10 dni.

Wszystkie badania mikroskopowe postaci L oraz zdjecia preparatéw odcisko-
wych, niebarwionych wykonywano w mikroskopie kontrastowo-fazowym (mikro-
skop P.Z.0. przystawka do kontrastfazy — Zeiss).

BADANIA WLASNE

Zakazenie wprowadzone bezpo$rednio do jednej nerki spowodowato
u wszystkich zwierzat powstanie i rozwéj zmian zapalnych w obu ner-
kach. Szczury znosily dobrze uraz spowodowany zabiegiem, a rozwija-
jacy sie w wyniku zakazenia proces zapalny w obrebie nerek nie wpltynat
na ich stan, wyglad i laknienie. W okresie 6-tygodniowej obserwacji
po zakazeniu nie padlo zadne ze zwierzat.

Po trzech dniach od zakazenia zwierzat nieustalonymi postaciami L.
E. coli i Proteus uzyskano dodatnie posiewy z tkanki obu nerek, pomimo
ze ograniczone do okolicy miedniczki naciekowe zmiany zapalne stwier-
dzono tylko w nerce pierwotnie zakazonej, tj. w nerce lewej. W tym
czasie nie wykazano makroskopowych i mikroskopowych zmian zapal-
nych w nerce prawej. W 14 dniu po zakazeniu: w nerce lewej obserwo-
wano dalsze narastanie zmian zapalnych, ktére byly juz wyraZnie za-
znaczone réwniez w nerce prawej. Kolejne badania histopatologiczne
przedstawily juz réwnolegly rozwdj i przebieg procesu zapalnego w obu
nerkach badanych zwierzat. Bakteriologicznie uzyskiwano z obu nerek
podobne wyniki posiew6éw zar6wno na podiozach zwyklych, jak i podio-
zach dla form L.

Badanie mikroskopowe preparatéw z nerek szczura zakazZonego usta-
lonymi formami L Proteus w trzecim dniu po zakazeniu wykazywalo
prawidtowe utkanie nerki prawej oraz brak naciekéw zapalnych w nerce
lewej, w ktérej obserwowano jedynie wyrazne poszerzenie §wiatla cewek
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zbiorczych z wtérnym zastojem moczu, spowodowanym przez utrzymane
podwigzanie moczowodu.

Badanie w 14 dniu uwidocznilo wyrazne zmiany naciekowe, zapalne,
umiejscowione w warstwie rdzeniowej i korowej obu nerek. Ten odczyn
zapalny byl szczegélnie silnie wyrazony na pograniczu warstwy rdze-
niowej i korowej nerek. Komdrki nablonka kanalikéw byly obrzekniete
i wykazywaly zZywa proliferacje ze zwiekszeniem ilosci jader (ryc. 1).
Podobng proliferacje stwierdzono réwniez w torebce Bowmana niekto-
rych kiebkow. W 3 tygodnie po zakazeniu zmiany zapalne utrzymywaly
sie nadal w obu nerkach. W nerce prawej wykryto umiejscowione pod-
torebkowe mikroropnie, odpowiadajgce naciekom zapalnym z komorek
jedno i wielojadrzastych (ryc. 2). 6 tygodni po zakazeniu: utrzymujgce
sie nadal zmiany zapalne nie wykazywaly tendencji do cofania sie.
Tym niemniej nacieki zapalne w warstwie korowej wydaja sie by¢ mniej
liczne, stwierdza sie je gléwnie w czesci rdzeniowej na wysokosci cewek
zbiorczych. Kanaliki wykazujg wyraZne poszerzenie $wiatla, ktore wy-
pelniaja zluszczajgce sie komoérki nablonka (ryc. 3). W niektérych pre-
paratach jest juz wyraZznie widoczny przerost tkanki lacznej miedzy-
kanalikowe] przy utrzymujgcych sig nadal licznych naciekach zapalnych.
Omawiane preparaty mikroskopowe z nerek wszystkich szczuréw, nie-
zaleznie od tego, czy byly one zakazone postaciami nieustalonymi L.
E. coli i Proteus, czy postaciami ustalonymi L. Proteus, wykazywaly
podobne zmiany. Obraz histologiczny odpowiadal zmianom zapalnym,
opisywanym jako typowe w o.z.n., wywolanym przez prawidlowe posta-
cie bakteryjne, co nalezy podkresli¢ zwlaszcza w odniesieniu do zakazen
spowodowanych przez ustalone formy L. Proteus.

Prowadzone réwnolegle z histologicznymi, badania bakteriologiczne
wykazywaty dodatnie posiewy i rozwdj zarazkéw w bulionach zwyklych
i weglowych inkubowanych z tkanks nerkows. Natomiast w posiewach
bezpo$rednich, z materialu pobranego ezg z powierzchni przekroju nerek
tylko trzykrotnie uzyskano wynik dodatni. Pozostale wykonywane w ten
sposob posiewy pozostawaly jalowe.

Posiewy uzyskiwane w okresie pierwszych czterech tygodni z nerek
bezposrednio zakazonych formami nieustalonymi L wykazywaty cha-
rakterystyczny wzrost kolonii L typu B (na agarze miekkim). Na zwyk-
tym agarze odzywczym obserwowano wzrost kolonii bakteryjnych, wy-
kazujgcych, podobnie jak poszczegdlne komérki bakteryjne, bardzo zywy
pleomorfizm. Posiewy z nerki prawej (wtérnie zakazonej drogg hemato-
genng) wykazywaly na podlozach zwyklych obecno$¢ paleczek E. coli
i Proteus oraz typowy wzrost kolonii bakteryjnych. Rowniez w tych ko-
loniach stwierdzono duzy pleomorfizm pateczek.

Na podlozach dla form L omawiane szczepy tworzyly postacie L
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i wykazywaly wzrost kolonii L typu B, przy czym w pierwszych ty-
godniach na tych podlozach obserwowano réwniez pojawianie sie kolonii
bakteryjnych nietypowych.

Ostatnie posiewy z nerek szczura zakaZonego nieustalonymi posta-
ciami L Proteus, wykonane po 6 tygodniach trwania stanu zapalnego,
wykazywaly rozwoéj hodowli analogiczny do obserwowanych i opisywa-
nych poprzednio. Natomiast u szczura zakazonego nieustalonymi posta-
ciami L E. coli posiewy z bulionu odzywczego na podloza bakteryjne pozo-
stawaly w tym czasie (tj. po 6 tyg. zakazenia) ujemne. Posiewy z bulionu
weglowego inkubowanego z badang tkankg nerkowa na podioza dla form L
wykazywaly nadal wzrost kolonii L typu B, ilos¢ tych kolonii byla jed-
nak wyraznie mniejsza od ich liczby we wcze$niejszych hodowlach.
W punktacie z lewej, podwigzanej miedniczki nerkowej, ogladanym bez-
posrednio w mikroskopie kontrastowo-fazowym obserwowano wystepo-
wanie nielicznych postaci nitkowatych, form rozgalezionych oraz poje-
dyncze twory kuliste, odpowiadajace swym wygladem cialom olbrzymim.
Posiew tego punktatu na podloza dla postaci L pozwolil stwierdzié roz-
woj nielicznych kolonii typu B, a na podlozu uzupelnionym cykloseryns,
obok kolonii typu B kilka kolonii typu A.

Nalezy podkresli¢, ze bardzo obfity wzrost kolonijny obserwowano
jedynie w pierwszych tygodniach, natomiast w posiewach z tkanki ner-
kowej wykonywanych po uptywie 5 i 6 tygodni trwania procesu cho-
robowego liczba rozwijajacych sie kolonii byla znacznie mniejsza. Posiewy
z tkanki nerkowej szczuréw zakazonych ustalonymi postaciami L. Proteus
wykazywaly obecnos¢ tych form ich rozwéj i wzrost kolonii L typu A
(na podlozach dla postaci L). Na agarze odiywczym zwyklym obserwo-
wano wzrost kolonii A tylko po przesianiu hodowli z bulionu weglowego.
Przesianie materialu z bulionu odzyweczego na podloza zwykle agarowe
nie pozwalalo uzyska¢ wzrostu kolonii — podloza pozostaly jalowe.
Bulion zwykly inkubowany z tkanka nerkowa i wysiany na podloza
dla postaci L z meticiling wykazywaly obecnosé¢ zdolnych do wzrostu
postaci L, ktére na tych podlozach zapoczatkowywaly rozwdj kolonii
typu A (ryc. 4).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Przedstawione badania, jakkolwiek przeprowadzone na malej grupie
zwierzat wykazujg, ze nieustalone postacie L E. coli i Proteus oraz po-
stacie ustalone L Proteus mogg warunkowaé¢ u szczuréw powstanie ty-
powych w obrazie histopatologicznym zmian chorobowych, odpowiada-
jacych o.z.n. Zmiany morfotyczne stwierdzane w nerkach szczuréw mialy
charakter zmian zapalnych uogélnionych, rozsianych w calym utkaniu
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nerki. Proces chorobowy wywolany przez omawiane formy L inkulo-
wane do miedniczki jednej nerki nie ograniczal sie tylko do tejze nerki,
zakazonej bezposrednio droga wstepujaca. U wszystkich badanych zwie-
rzat analogiczne zmiany zapalne zostaly wywolane w drugiej nerce, za-
kazenie to powstalo wiec prawdopodobnie droga hematogenng. Badania
wykonane w przebiegu tego zakaZenia nie dostarczaja dostatecznie prze-
konywajacych danych, czy u szczuréw, u ktérych wprowadzono domied-
niczkowo nieustalone formy L, stwierdzane zmiany zapalne byly wywo-
lywane przez te formy L, czy przez typowe postacie bakteryjne, powstate
po rewersji in vivo form L. Dokladna analiza badan bakteriologicznych,
pojawienie sie na podlozach dia form L, obok kolonii typu B, niety-
powych kolonii bakteryjnych sugeruje, Zze proces zapalny w nerkach
wtérnie zakazonych byl wywolany przez normalne postacie bakteryjne
palteczek E. coli i Proteus, przy czym w oKkresie pierwszych 4 tygodni
trwania zapalenia rozwdéj tych bakterii przebiegal w prawidlowym cyklu
rozwojowym. Obserwujac powstanie i przebieg zmian zapalnych, obej-
mujacych u wszystkich badanych szeczuréw, zakazonych ustalonymi for-
mami L Proteus, obie nerki stwierdzono, ze przebieg procesu zapalnego
w swym obrazie mikroskopowym, jak tez nasileniu zmian przedstawia
charakterystyczne kryteria morfotyczne, uznawane za typowe w o.z.n.
u ludzi i zwierzat do$wiadczalnych. Omawiane zmiany w pierwszych
czterech tygodniach od wprowadzenia zakazenia odpowiadaly histolo-
gicznie ostrej fazie zapalenia. Do$¢ liczne, umiejscowione podtorebkowo,
mikroropnie oraz charakterystyczny uklad naciekéw zapalnych, zlozonych
z komoérek jedno i wielojadrzastych, stwierdzane u jednego ze zwierzat
w nerce prawej wskazywaly na hematogenng droge zakazenia tej nerki.
W warunkach przeprowadzonych badan doswiadczalnych bezspornym
jest wywolanie o.z.n. bezposrecnio i wylacznie przez ustalone formy L
Proteus. Podkresla to celowos¢ vwzgledniania w rozwazaniach nad etio-
patogenezg przewleklych o.z.n., réwniez roli form bakteryjnych L za-
réwno ustalonych jak nieustalonych.

Wydaje sie, ze uznanie form L za postacie bakteryjne pozbawione
cech i wlasciwosci patogennych (Dienes 1963, Tulasne 1955, 1954)
zawazylo w pewnym sensie hamujaco na zainteresowaniu klinicystow
tymi postaciami i ich znaczeniem w patologii. Stosunkowo nieliczne
prace wskazujg jednak, Ze postacie L bakterii wywoluja u zwierzat do-
$Swiadczalnych niektére schorzenia, np. zapalenie opon moézgowo-rdze-
niowych u krélikéow (Koptelowa, Po krowski 1964). Niektore
takze przewlekle stany chorobowe u ludzi, w przebiegu ktérych obser-
wuje sie remisje i nawroty objawow klinicznych, wydaja sie by¢ zwia-
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zane z konwersjg patogennych bakterii w ich formy L, przy czym ta
konwersja in vivo moze byé¢ indukowana przez czynniki endogenne i po-
zaustrojowe (antybiotyki).

Przetrwale w tkankach formy L moga ulega¢ rewersji do postaci
prawidlowych komoérek bakteryjnych, co odpowiadaloby klinicznym
zaostrzeniom choroby, ktérej tagodny i przewlekly wzglednie bezobja-
wowy charakter nalezaloby uwazaé¢ za odpowiadajace slabiej antygenowo
czynnym formom L (Kagan, Erszew 1964, Klodnitskaja 1962,
Liebermeister 1960, Lipnicki 1958, Michael Braun 1959,
Moustardier, Briscu, Perrey 1953, Nativelle 1957 Sa-
venkowa 1962, Szczegolew, Starszniowa 1964, Vigou-
reux, Hannoun 1956, 1957).

Nietypowy, czesto utajony przebieg przewleklego o.z.n. trudnosci
powstajace w interpretacji badan bakteriologicznych moczu i ocenie
ich wynikéw w powigzaniu z objawami klinicznymi sugeruja, ze ten
przewlekly stan zapalny moze by¢é wyrazem zakazenia nie tylko przez
prawidlowe postacie bakterii, lecz rowniez przez ich formy L. (Braude,
Siemenski Jacobs 1961, Gerkowicz 1965, Guze 1960, Vo u-
reka 1951).

Przedstawione badania wlasne, wskazujac na mozliwo$é powstania
0.z.n. u szczurdéw przez zakazenie zwierzat ustalonymi formami L Proteus,
podkreslajg podobng mozliwos¢é w patogenezie o.z.n. u ludzi. Z badan
wlasnych (G erkowicz 1965), jak tez innych autoréw (Hu gh es 1956,
Liebermeister 1960, Smith 1964) wiadomo, ze formy L bakterii
znajdujg korzystne warunki dla swego przetrwania, wzrostu i rozwoju
w tkance nerkowej, zwlaszcza w obrebie warstwy rdzeniowej, ktorej
Srodowisko fizyko-chemiczne warunkuje dynamiczng zmienno$¢ rozwoju
populacji bakteryjnej i postaci L.

OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Preparat z nerki szczura 2 tyg. po zakazeniu formami ustalonymi L.
Proteus. Proliferacja jader i obrzek nablonkéw kanalikéw. Naciek =zapalny.
Hemat.-eo0z. X 600.

Ryc. 2. Preparat z nerki szczura 3 tyg. po zakazeniu formami ustalonymi L.
Proteus. Ropien. Hemat.-eoz. X 200.

Ryc. 3. Preparat z nerki szczura 6 tyg. po zakazeniu formami ustalonymi I..
Proteus. Zmiany degeneracyjne nablonka kanalikéw, Hemat.-eoz. X 609.

Rye. 4. Kolonia L typ A. Tkanka nerkowa szczura. Agar + meticilina.
Kontr.-faz. X 150.
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PE3IOME

Kpricer 3apaxkanauch BOCXOAAUIMM IIyTEM Yepe3 HEIOCPeACTBEHHOE
BBejgeHMe mrTamMmoBs L. majsiouek E. coli u Proteus B modyedHble JIOXAaHKU
10CJIe  IIPEeJBAPUTENIBHOTO TIO/IBA3LIBAHMSA COOTBETCTBYIOIIEI0 MOYETOU-
HUKA.

OIHOCTOpPOHHEE BBENEHME ITAJIOYEK B MOYEYHEBIE JIOXaHKM BbI3BaJO 06-
pa3oBaHMe M pPa3BUTHE BOCHIAJUTENLHBIX WM3MEHEHMII B of0eux modkKax.
Tucronmatosmornyeckye KapTHHBI, O0HAapy:KeHHble B IIOYKaX MCCIEROBAH-
HBIX KpBbIC, OB} ITOXOXMMM y BCEX IKMBOTHBIX, HE3aBUCHMO OT TOTO,
KaKuM LITaMMOM (HeompejeJeHHbIMM LuTamMMamu L. nasgouexk E. coli mmm
OlpeNeJEeHHBIMY MJIM HeoIpefeJeHHbIMM IutamMMmamyu L. mamouer Proteus)
Ob1710 BBRI3BaHO 3apaxkeHme. BocmanurenbHBbIe M3MEHEHMA HE OTVIMYAINCH
OT HaOJIOZAEMbIX OPM SKCIEPUMEHTAJILHOM BOCHAJEHMY IIOYEK, BBLI3BaH-
HOM NIPaBMJBHBIMM LITAMMAMM ITATOTEHHBIX OarTepuit.
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SUMMARY

Rats were infected in the ascending way by direct introduction
of E. coli and Proteus L-forms into the renal pelvis following ligation
of the corresponding ureter. Unilateral introduction of the bacilli into the
pelvis caused the development of inflammatory changes in both kidneys.
Histological pictures found in all the kidneys of the rats examined were
similar irrespective of inflammation caused either by labile E. coli
L-forms or stabile and labile Proteus L-forms. These inflammatory
changes did not differ from those described in experimental pyelone-
phritis caused by normal forms of pathogenic bacteria.

4

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Kidney preparation of a rat 2 weeks after infection with stabile
Proteus L-forms, Proliferation of nuclei and oedema of the epithelium tubules.
Inflammatory infiltration.

Fig. 2. Kidney preparation of a rat 3 weeks after infection with stabile
Proteus L-forms. Abscess.

Fig. 3. Kidney preparation of a rat 6 weeks after infection with stabile
Proteus L-forms. Degenerative changes of the epithelium tubules.

Fig. 4. Colony L, type A. Renal tissue of a rat. Agar + methicillin.
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