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833eced, BbINENEHHbIX M3 HHABOTHLIX, 3ANAMEHHLIX TyGepxyneaunimn
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Investigations on the Pathoyenic Properties of Tissue Suspension
Filtrates Obtained from Amimals Infected with Tubercle Bacillus
of the Strain ,Lublin 44

Postacie ziarniste pratkéw gruilicy byly opisywane przez caty szereg autoréw
poczynajac od R. Kocha, H. Mucha, A. Fontesa i innych. Zagadnienie to
poruszane bylo réwniez w pozniejszych latach glownie przez Vaudremera,
Calmette’a i P. Hauduroy'a. Do najbardziej wnikliwych prac na ten temat
nalezg prace M. Kahna w ktérych autor dopatruje si¢ pewnej cyklicznosci
w rozwoju pratkow kwasoodpornych.

Autorzy ostatniego dziesieciolecia podchodza do zagadnienia nie tylko od strony
morfologicznej, ale i patogenetycznej, badajac wtasnoséci chorobotworcze przesgczéw
z hodowli pratkéw lub tez przesaczéw z zawiesin roztartych tkanek zwierzat za-
kazanych zjadliwymi szczepami prgtkow gruzlicy,

S. R. Rozenthal i wsp. (12, 13, 14, 15, 16, 17) starali si¢ dowie$é, ze formy
ziarniste sa ogniwami w cyklu reprodukeji pratkdw, przy czym pojawienie sie form
ziarnistych w cyklu rozwojowym zachodzi dopiero w warunkach nie sprzyjajgcych
dla drobnoustroju, Aktywnosé filtratow hodowli pratkéw gruzlicy typu bydlecego
badali Négre i Bretey (10). Stwierdzili oni wlasnos¢ alergizujgcy przesaczéw.
Po dozylnym wstrzyknieciu filtratéw znajdowano w ptucach krolikéw i w weztach
chlionnych $winek morskich pratki kwasoodporne. Posiewy tkanek tych zwierzat
nie daly wynikéw pozytywnych, Brieger i wsp. wysuwajg réwniez leze, ze
w tkankach zwierzecia zakazonego pratkami gruzlicy i wrazliwego na zakazenie,
zarazek moze przej$¢ w postaé ziarnistg, zachowujaca wlasnosci patogenne i zdolng
do rewersji (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Autorzy ci badali wyciagi wodne z roztartych
tkanek zakazanych zwierzgt. Stwierdzili oni réwniez ogromng szybkos¢ i obfitosé
wzrostu pratkéw w hodowlach tkankowych in vitro, przy jédnoczesnym stabym
namnazaniu pratkéw w tkankach zwierzgt zywych. Nieznany zatem zespdt czyn-
nikéw istniejacy w organizmie Zywym a nieobecny w tkance hodowanej, musi
wplywaé sztucznie hamujaco na proces rewersji.
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BADANIA WLASNE

Prébowano poczyni¢ obserwacje nad wrazliwoscig zwierzat (kréliki
i $winki morskie) na iniekcje przesgczami z tkanek gruzliczych zwierzat
zakazanych szczepem gruzlicy ,,Lublin 44”. Szczep Mycobacterium tuber-
culosis ,,Lublin 44” zostal wyizolowany z dzikich myszy (Microtus arva-
lis) w r. 1951 (11). Szczep przesiewano z kartofla na podloze Sautona, po
14-dniowej hodowli w temp. 37°C zdejmowano z podloza czes¢ kozuszka,
odwazano mase bakteryjng na wadze analitycznej, rozcierano peretkami
metalowymi i sporzadzano inoculum w ten sposéb, by 1 ml zawieral 1 mg
pratkéw. Zaszczepiono 6 krélikéw dawkami 1 mg i 0,1 mg pratkéw do-
zylnie w zyle brzezng ucha oraz 12 S$winek morskich dawkami 1 mg
i 0,1 mg pratkéw podskérnie w prawe udo.

Zjadliwos§é szczepu dla krdélikéw
i swinek morskich

1. Kroliki: szczep wykazal zjadliwosé dla krélikéw znacznie w dal-
szym ciggu nizsza niz szczep standardowy typu bydlecego ,,Valle”. Zwie-
rzeta czuly sie dobrze przez okres trzech i pél miesigca niezaleznie od
zastosowanych dawek. Kréliki nie tracily na wadze i nie zareagowaly na
tuberkuline Kocha w rozc. 1:1000. Kréliki zabito po 100—115 dniach od
zakazenia.

Na sekcji stwierdzono w plucach liczne ogniska szkliste i gru-
zetki wielkosci gléwki szpilki, wynaczynienia podoplucne, nieznaczny
obrzek Sledziony oraz powigkszenie wezla wnekowego. W innych orga-
nach zmian makroskopowych nie stwierdzono.

W preparatach mikroskopowych z roztartych tkanek
znajdywano pojedyncze pratki co kilka pél widzenia (pluco).
Preparaty z gruzelkéw wykazaly obecnosé pratkéw w kazdym polu widze-
nia. Hodowle z wysianych tkanek na podloze Lowensteina uzyskano po
18 do 35 dniach.

2. Swinki morskie zabijano po 40 do 50 dniach od zakazenia. U nie-
ktérych $winek stwierdzono owrzodzenia w miejscu iniekeji. Po mie-
sigcu $winki reagowaly na tuberkuline Kocha w rozc. 1 :1000.

Na sekcjach stwierdzono znaczne powigkszenie pachwinowych
wezlow chlonnych, ktére zawieraly ropng tresé. Watroba: powiekszona,
o mozaikowej powierzchni i postrzepionych brzegach. Obecne ogniska
martwicze. Pluco: wielko$¢é niezmieniona, powierzchnia chropawa, wi-
doczne ogniska ngciekéw. Pluco powietrzne. Sledziona: bardzo powiek-
szona (2 X 4 c¢m), mocno przekrwiona, o powierzchni gtadkiej i ciemnej.
W niektérych wypadkach widoczne gruzelki na powierzchni i w prze-
kroju. W nerkach zmian nie stwierdzono.
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W preparatach mikroskopowych z roztartych tkanek
(pluco, watroba, sledziona i wezly chionne) stwierdzano nieznaczna
ilosé¢ pratkow w kazdym polu widzenia. Posiewy roztartych orga-
now na podlozu Léwensteina daly wyniki pozytywne po 20—25 dniach.

Opis preparatéw histologicznych 2z tkanek zwierzat
zakazonych szczepem gruzlicy ,Lublin 44”

1. Krolik: Watroba: struktura beleczek watroby =zatarta, co mozna
przypisa¢ zmianom zwyrodnieniowym lub tez daleko posunietej autolizie.
W najblizszym sgsiedztwie naczyn, przebiegajgcych na obwodzie zrazikéw
stwierdza sie miejscami dos¢ obfity naciek komérkowy, w ktérego skiad
wchodzg jednojadrzaste komoérki o typie limfocytéw i komoérek plazma-
tycznych.

Pluco: w preparacie stwierdzono jedno duze ognisko, ktorego Srodek
stanowia elementy komérkowe, naciekowe, ulegajace rozpadowi. Na obwo-
dzie ognisko odgraniczone jest szerokim pasem nieswoistej ziarniny za-
palnej, odgraniczajacej je ostro od pozostalego migzszu plucnego. Naj-
bardziej obwodowe czeSci ziarniny sg obficie przepojone wysiekiem ko-
moérkowym i bogato unaczynione. Nie stwierdzono cech swoistego
zapalenia. ‘

2. Swinka morska: Watroba: stwierdzono liczne ogniska umiejsco-
wione glownie na obwodzie zrazikéw, zbudowane z namnoczonych komoé-
rek histiocytarnych oraz fibroblastow. W obrebie wielu ognisk spotyka
sie fragmenty beleczek watrobowych lub tez komoérki watrocbowe ulega-
jace obumarciu. Znajdujgce sie w wielu ogniskach przewody zéliciowe
wykazujg namnozenie komdérek nablonkowych. Nie stwierdza sie w obre-
bie opisanych guzéw martwicy ani tez zwapnienia, brak réwnicz komo-
rek olbrzymich.

Caloéé zmian histologicznych przemawia za swoisto$cig sprawy cho-
robowej, brak jednak charakterystycznych momentéw histologicznych
nie upowaznia do rozpoznania gruzlicy, gdyz podobne zmiany mozemy
rozpoznawaé réwniez u gryzoni przy schorzeniach okreslanych ogolnie
pseudotuberculosis i powodowanych innymi czynnikami chorobotwor-
czymi.

Przygotowanie zawiesin i przesaczdéow
tkankowych

Tkanki gruzlicze §winek morskich i krélikéw rozcierano bardzo do-
kiadnie z jalowym piaskiem, dodajac stopniowo mniej wiecej te samg
ilos¢é plynu fizjologicznego. Roztartg miazge odrzucano, a lekko metny
plyn oczyszezano poddajac go kilkakrotnemu wirowaniu przy 6 tys.
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obr/min. w ciggu 1/2 godz. Klarowne wyciggi przesaczono przez $wizce
Chamberlaina Lj. Przesgcze badano pod mikroskopem barwigc preparaty
metody Ziehl-Neelsena i nie stwierdzono zadnych elementéw morfotycz-
nych. Kazdg prébe przesaczu wysiewano na podloze Lowensteina, Dor-
seta oraz podloze ziemniaczane dla kontroli jalowosci. Wszystkie posiewy
na jalowo$¢ przesaczéw trzymano w termostacie w temp. 37°C przez
okres do 2 miesiecy.

Szczepienie przesgczami i obserwacja zwierzagt

Do iniekeji krolikéw uzyto przesgcze pochodzace z pluc krolikow.
Do iniekceji $winek morskich uzyto przesgcze pochodzace z pluca, watroby
i sledziony $winek morskich. Dla kroélikéw zastosowano iniekcje dozyglne
w brzezng zyle ucha w dawkach wzrastajacych (0,1—0,5) w odstepach
tygodniowych. Swinkem morskim wstrzykiwano przesacz podskérnie
w lewe udo w dawkach 0,5 ml 4-krotnie w odstepach tygodniowych.
Zaszczepione zwierzeta nie reagowaly na tuberkuling Kocha w rozc.
1:1000 po uptywie jednego miesigca od zakazenia.

Mimo duzych dawek szczepiennych zwierzeta czuly sie dobrze przez
caly czas obserwacji, tzn. przez 2 do 3 miesigce. U $winek morskich, wa-
zonych w odstepach tygodniowych stwierdzono ubytek wagi odrazu po
pierwszych dawkach. W tym czasie u niektérych $winek zauwazono nie-
znaczne powiekszenie pachwinowych wezlow chionnych. Mniej wiece]j
po trzech tygodniach od ostatniego zaszczepienia waga Swinek poczela
rosngé, a bezposrednio przed zabiciem przekraczata na ogél wage poczat-
kowsg. Po trzech miesigcach obserwacji $winki zabito.

Zmiany gruzlicze u zwierzgt szczepionych
przesgczami zawiesin tkankowych

Swinki morskie: W niektérych tkankach $winek morskich mozna bylo
stwierdzi¢ nieznaczne zmiany gruzlicze. Dotyczy to gléwnie pluc i Sle-
dziony. W plucach wykryto niewielkie przestrzenie szkliste i czesciowe
zaciemnienie platow. Sledziona parokrotnie powiekszona i chropowata,
watroba za$, w przeciwienstwie do glebokich zmian po normalnym zaka-
zeniu, wygladala tutaj zewnetrznie zupeilnie normalnie. Badania mikro-
skopowe barwionych preparatéw wykazaly obecno$é kwasood-
pornych pragtkéw w $ledzionie i w wezlach chlon-
ny ch, w kazdym prawie polu widzenia, lezace pojadynczo i w skupieniach.
Nieliczne pratki stwierdzceno réwniez w prepara-
tach z watroby. W tkance plucnej zadnych elementéw kwasoodpor-
nych nie stwierdzono.

Kroliki: Pluca krolikow powietrzne, w srodkach platow zaciemnione,
na brzegach widoczne jasniejsze plamy. W preparatach mikro-
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skopowych ze skrawkoéw ptuc stwierdzono obecnosé
pojedynczych pratkéw co kilka pdl widzenia W Sle-
dzionie, watrobie i nerkach krélikéw nie stwierdzono zadnych zmian.
W pojedynczym wypadku na przedniej stronie Sciany zoladka znaleziono
kilka gruzelkéw wielkosci ziaren rzepaku, w ktérych stwierdzono pratki
pojedyncze i w skupieniach.

Do szcZepien przesgczami uzyto 12 $winek morskich i 6 krélikow.
Zmiany makroskopowe w tkankach poszczegdlnych organéw byly mniej
wiecej jednakowe. Natomiast prgtki kwasocodporne stwierdzono w pre-
paratach mikroskopowych z roztartych skrawkéw organdéw tylko u pew-
nej cze$ci zwierzat, a mianowicie u dwéch krélikéw i pieciu $winek
morskich.

Ze wszystkich badanych tkanek swinek morskich 1 krélikow nasta-
wiono mikrokultury szkieltkowe, ktére obserwowane przez 12 dni daly
wyniki regatywne. Wykonano réwniez posiew tkanek na podloze Lowen-
steina, na ktérym rowniez nie uzyskano hodowli przez okres trzech mie-
siecy w temp. 37°C. Dwie éwinki pozostawiono ,na przezycie” celem
przekonania sie czy zakaZenie przesgczem moze doprowadzi¢ $winki do
$mierci gruziiczej po dluzszym okresie czasu. Swinki te przez dalsze
8 miesiecy czuly sie dobrze, rozwijajac sie podobnie jak zdrowe Swinki
w hodowli. Zostaly zabite po 8 miesigcach. Na sekcji nie stwierdzono
zewnetrznie zmian gruzliczych. W jednym wypadku — w sledzlonie,
znaleziono nieliczne pratki kwasoodporne.

Opis preparatéw histologicznych
ztkanek zwierzagt szczepionych
przesaczem tkankowym

Krélik: W plucach krélikéow (ryc. 1, 2, 3) stwierdzoo obfite nacieki
komérkowe szczegélnie dookola oskrzeli i oskrzelikow, tworzgce miej-
scami ogriskcwe skupienia. Sciany oskrzelikéw sg zgrubiale, Wsréd po-
wieirznego migzszu plucnego obserwuje sie poszczegdlne pecherzyki
plucne lub tez ich skupienia wypelnione wysiekiem komérkowym, przy
czym widoczny jest réwniez w tych miejscach rozplem elementéw 1acz-
notkankowych. Miejscami pecherzyki plucne s3 mocno rozszerzone, Scian-
ki ich sg poprzerywane (rozedmowe). Caleéé zmian w plucach dajo obraz
zapalenia ckolooskrzelowego.

W watrobie — na tle og6lnie panujgcych zmian wstecznych o cha-
rakterze zwyrodnienia — stwierdza sie do$¢ skape nacieki okolonaczy-
niowe i limfocytarne.

W warstwie korocwej nerki stwierdza sie nielicznie reprezentowane
kemoérki naciekowe (limfocytarne) w tkance s$rodmigzszowej. W $ledzio-
nie zmian nie stwierdzono.
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stajac sie, prawdopodobnie, mniej wrazliwy lub moze niewrazliwy na
elementy obronne zwierzecia, Zahamowanie rozwoju pratkéw w tkance
nie nalezy zatem rozumie¢ w tym sensie, ze pratki sg unieczynnione
w makrofagach lub sg przez nie trawione. Drobnoustréj rozwija sie dalej,
tylko etap (faza) tego rozwoju jest trudny do uchwycenia.

Ujemny wynik z posiewéw tkanek zwierzat szczepionych przesaczami
jest jednym z dowodéw zmiennosci szczepu, ktory przeszedl przez postac
ziarnistg i zostal z niej odtworzony. Musialy zajsc glebokie zmiany
w fizjologii i biologii szczepu. Wyjasnienie tego ciekawego zagadnienia
wymaga jeszcze wielu wyczerpujacych badan. Dalsze badania rzucg wie-
cej Swiatla na przebieg zakazenia gruzliczego, usung moze szereg nieja-
snosci w klinicznych obserwacjach gruzlicy oraz przyczyniag sie do gleb-
szego poznania biologii zarazka.

Panu Prof. Dr Alfredowi Trawinskiemu skladam serdeczne podziekowanie za
pomoc w pracy,

Panu Prof. Dr Tadeuszowi Zulinskiemu i Panu Adiunktowi Dr Tadeuszowi
Szuperskiemu wyrazam podziekcwanie za laskawe przejrzenie i oceng preparatéw
histologicznych.

.
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PE3IOME

ABTOp 3aHANICA HCCIIEMOBAHHEM ATOTEHHBIX CBOACTB TKaHEBHIX PHIb-
TPaToB, NOIYYEHHHIX MYTEM pACTHPAaHUA TYOepKyNe3HHX TKaHeil, B3Be-
meHuA B PU3N0IOrMYecKoN KUIKOCTH, LeHTPpUPYrupoBaHud M QPUILTPO-
BaHMA 4Yeped cBedyy YamGepmana.

Y KpONHKOB M MOPCKHX CBHHOK C TPDHBHTHIMH YKa3aHBBIMU Bhi-
we PuabTpaTaMil NOABHINCL HEKOTODhle U3MeHeHWs B OpraHax, HaloMu-
HalomWue CcBOUM XapPaKTepoM W3MeHeHUd BhI3biBaeMble TyOepKyaesoM.
Ha rucromornueckux mpemapatax He o0HapymeHo cnenudnyecknx rybep-
KY:Ie3HBIX NPOIECCOB.

YV HeKOTOPHX ?KHBOTHBIX C NPHBHTBIMH TeMH 3xe QuIsTpaTaMiu
ofHapy:;KeHO0 MHKDOCKOIMYECKUM HAJINYMe HEe3HAYHTEILHOTO HKOoJiuecTBa
eIMHNYHBIX KHCIOYNOPHHIX I1aJ04YeK, B MNpenapaTax, NPHTOTOBIEHHBIX
u3 THaHell By TpeHHUX opranoB. IloceBH 3THX TKaHell Ha cpens!, ymoTpe-
GiiseMble M)A BHIpAllBaHNA TyOepKYJe3HBIX Nanodyer, AJH OTpPUIATE!lb-
HBEle pe3y.IbTaThl

B BHIBOIaxX aBTOPOM BBIABHHYTA BO3MOKHOCTB IpeBpAIeHUA NMaJIOYKH
Koxa B ;KNBOM ;KMBOTHOM OpraHH3Me B TIpanydé3Hbil BHA, KaK OTBET
HA B3allUTHYIO AKIHMIO, BOBHUKUIYIO B KUBOTHOM opraunmame. OGHapy-
JHeHHEe KHUCJIOYNOPHBIX UaJoUYeK B TKaHAX, 3apaMeHHBIX QHIbTPaTOM
yKaspiBaio OB HA BO3MOMKHOCTb OOPAaTHOrO TpeBPaLICHUA 3epPHHCTHIX
gacTul (QUIABTPOBANBHEIX) B HACTOAIIME TyOepKy.e3Hule MajJoYKH B Cpe-
me xuBoro opranmaMa. OTpHIIaTelIbHBE Pe3YAbTATH BHIPAIMBAHUA HA
MCKYCCTBEHHEIX GaKTepHANbHBEIX CPEeRaX YKa3bBalOT Ha 3HAYUTEILHYIO
M3MEHYUBOCTh INTAMMa [0CIe Mepexona ero 'epes rpaHyaEé38yi0 CTaguio.

OBbPACHEHHAd R PHCYHHKANM

Puc. 1. Kpoaurk ¢ BBeJeHHHM BHYTPMBEeHHO (HJIBTPAaTOM K3 TKaHeBOll BaBecH B 10-
sax; 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0.5 — B HeJeILHHIX UPOMEKYTKAX BpeMeHH. Jlerkue.
OdYeRb MHOTOYHCIEHHAHE KIETOYNHE HEQHIBLTPATH BOKPYT ABYX OPOHXHONOB,
CTeHKH KOTOPHX INOJBeprauch yTOlmeHHI0. llpulleralomue Jjerovnbie -ajibBe-
0N He 06HADYRUBAIOT HHKAKUX N3meHenuit. [Ipenapar ¢urcuposan dopmonom
1:9, oxpalien TeMaTOKCHIMHOM M 303MHOM. Mukpodororpadusi ROW. Veen

48x,
Puc. 2. Hpoauk ¢ BBeJeHHHM BHYTPHBEHNHO (QHILTPATOM H3 TKaHeBOH B3BeCH B Mo-
3ax: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, — B HeJeXbHHIX TPOMeMYTKAXx BpeMenu. Yacts

NpefuAYINEro mpelapara, Ha KOTOPOM BHOEH KJIeTOYHHH HHOUILTPAT B Te-
roYEHX anbBeonax. Ilpemapar QurcupoBan gopMoioM 1:9, OKpamien reMa-
TokcHaAnHOM ¥ dosuEoM. Mukpodororpadua ROW. Vasex. 180x.
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Puc. 3. Kponuk c BBeJeHHLIM BHYTpPHUBEHHO (IILTPATOM K3 TKAHeBOW B3BeCH B J0-
sax: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 — B HeJeNbHHIX TNPOMEKYTKAX BpEMEeHH. JIerKHe:
09aTOBHEEe CKONJERUS KIeTOYHHX HHQUIBTPATOB BOKPYI YACTHYHO BHIHOTO
Oporxuona (BHuay). Ilpenapar PurcupoBan fopmoimom 1:9, okpaueHn rema-
TOKCUJIHHOM ¥ B03uHOM. Mukpodororpadpuss ROW, Veen. 330x.

SUMMARY

The author investigated pathogenic properties of tissue filtrates obtai-
ned by rubbing tuberculous tissues, suspending them in physiological
solution, centrifuging and filtering through Chamberlain candles,

Rabbits and guinea-pigs inoculated with the filtrates showed some
changes in the organs resembling tuberculous changes. In histological
preparations no tuberculous processes were found.

In some animals inoculated with filtrates the presence of a small
quantity of single acid-fast bacilli was found microscopically in prepara-
tions from tissues of internal organs. Cultures of these tissues in the
media used for tubercle bacilli gave negative results.

The author’s conclusions suggest the possibility of the bacilli passing
into a granular form in the living animal organism as a response to the
defence reaction of the organism of the animal. The fact that acid-fast
bacilli were found in tissues infected with the filtrate might point to the
possibility of a reversion of granular (filtrable) particles into bacilli in
the medium of the living organism, Negative results obtained from cul-
tures on artificial bacterial media point to a far-reaching mutability of
the strain after passing through the granular phase.
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