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Zmiany histologiczne w mézgu myszy wywolane doéwnadczalnym zarazeniem
pelzakami z grupy limax

I'ucToNnorndeckne M3MEHEHHS B MO3reé MBIIH BBEI3BAHHEIC OMBITHEIM 3apaxeHueM amebaMu
u3 rpymusl limax

Histologic Changes in Brain of Mice Caused by Experimental Infection with Amoebas of the
limax Group .
'

Wsrod pierwotniakdow (Protozoa) wyrézniamy grupe drobnych pelzakoéw wolno zyjacych,
objetych wspolna nazwa petzakdw grupy limax. Wystegpuja one na calej kuli ziemskiej, zajmujac takie
srodowiska, jak: wilgotne gleby, wody stodkie i stone, prowadzac zycie saprobiontow. Pelzaki
nalezace do rodzajow Naegleria, Hartmannella i Acanthamoeba w pewnych warunkach moga
przechodzi€ na pasozytniczy tryb zycia, stajac si¢ czynnikiem etiologicznym wielu chorob czlowieka
i zwier *4t.

Na patogenicznosé tych petzakow zwrocily uwage badania Culbertsona i wsp. (7). Badacze
ci z hodowli tkankowej nerki malpy wyizolowali patogenny szczep A-1 Hartmannella castellani
i stwierdzili, ze jest on patogenny dla zwierzat. Donosowa i dordzeniowa inokulacja malpi myszy
tymi petzakami wywotuje ciezkie zapalenie opon mozgowych i mozgu, koniczace si¢ Smiercia w ciagu
3-4 dni. Dalsze badania na zwierzetach do$wiadczalnych (1, 10, 11, 14) wykazaly, ze szczep A-1
wykazuje whasciwosci typowego pasozyta z wyraznym neurotropizmem. W polowie lat szesc-
dziesiatych pojawily si¢ pierwsze doniesienia o wystgpowaniu u ludzi pejzakdéw z rodzaju
Hartmannella i Naegleria, powodujacych rowniez zapalenie opon mézgowych i mézgu oraz $mieré
(2, 5, 11, 14, 15). Dalsze badania wykazaly, ze u czlowieka Naegleria fowlerii wywotuje pierwotne
pelzakowe zapalenie opon mozgowych i mézgu (PAME), natomiast petzaki z rodzaju Hartmannella
i Acanthamoeba wywoluja ziarniniakowe zapalenie opon moézgowych i moézgu (GAE) (13), za-
palenie pluc, przewlekle niezyty nosa i gardia, przewlekle bole glowy oraz zapalenie blon §luzo-
wych natzaddéw rodnych, owrzodzenia skory i rogowki oka.

Prowadzone liczne badania nad pelzakami grupy limax nie wyjaénily wielu zagadnien z biologii,
epidemiologii oraz patogenicznosci tych petzakow, tak wigc problem ten ]est nadal otwarty i wymaga
dalszych badan.

MATERIAL I METODY

Do badan wybrano 7 zbiornikéw wodnych z terenu Lubelszczyzny, w tym 2 baseny z pod-
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grzewana woda (w Lublinie i Swidniku) oraz 4 jeziora Pojezierza lgczyfisko-Wiodawskiego
(Biale, Lukcze, Piaseczno i Krasne), wykorzystywane jako kapieliska.

Probki z jezior pobierano w miejscach oplukiwanych przez fale na granicy wody 1 gleby
z r6znych czesci jeziora. Z basenow pobierano probki wody w miejscach, gdzie woda styka si¢ ze
‘Sciang, z dna, z krat zamykajacych kanaty wylotowe, zgodnie z zaleceniami Cervy (6). Tak pobrane
probki przechowywano w temp. 4°C.

Do izolowania petzakow i prowadzenia ich hodowli stosowano stale podtoza na agarze z zywymi
lub martwymi bakteriami Aerobacter aerogenes wedlug Culbertsona (8). Na przygotowane
podtoza nanoszono po | cm® materialu pobranego z jeziora lub basenu. Nastepnie catoié
inkubowano w temp. 25°C. Po okresie 3-5 dni obserwowano na plytkach agarowych ameby.
Przesiane petzaki inkubowano w komorze wilgotnej w temp. 37°C. W ten sposob pozostawaly przy
zyciu tylko te petzaki, ktore moga zyé w temperaturze ciala zwierzat i ludzi, zatem ewentualnie moga
by¢ dla nich patogenne (12).

Badania wirulencji pelzakow przeprowadzono na myszach szczepu Swiss o cc. 10-15 g
Szczepami pelzakéw, wyizolowanymi z poszczegolnych zbiornikow wodnych, zarazano po
20 myszy, w tym 10 samic i 10 samcéw. Myszy usypiano lekko eterem, a nast¢pnie wkraplano

_im donosowo po 0,03 ml zawiesiny zawierajacej ok. 20 tys. trofozoitéw. Dla kazdego zbiornika
wodnego grupa kontrolna obejmowata 10 myszy, ktore zaszczepiano 0,03 ml ptynu fizjologicznego -
z prawie taka sama iloscia bakterii A. aerogenes. Zaszczepione myszy poddane byly obserwacji
w ciagu 20 dni.

.Myszy, ktore po zaszczepieniu padly, sekcjonowano i wypreparowywano jalowo maézg. Czgsé
materiatu wykorzystano do wykonania nastgpnych posiewéw na plytkach agarowych w celu
wyizolowania petzakow i okreslenia ich sktadu gatunkowego, z pozostalej czgsci wykonano
preparaty histologiczne, ktore barwiono hematoksyling zelazista wedlug Heidenhaina oraz hema-
toksyling z eozyna i tréjchromem Gomoriego. Najlepsze wyniki przy identyfikacji pelzakow,
w tkankach uzyskano przy uzyciu hematoksyliny zelaziste}. Natomiast zmiany patologiczne
w moézgu najlepiej widoczne byly przy barwieniu hematoksylina z eozyna.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Z badanych zbiornikow wodnych na terenie Lublina i jego okolicy wy-
izolowano szczepy gatunkow pelzakow z grupy limax, ktére okazaly si¢ pato-
genne dla myszy. Ogolem na zarazonych 140 myszy w okresie badanych 20 dni
padlo 51 osobnikow, w tym 24 samice i 27 samcow. Zarazone donosowo
zwierzgta padaly 3-17 dnia z objawami zapalenia drog oddechowych, opon
moézgowych i mozgu. Zwierzeta, u ktorych $mieré nastgpowala w pierwszych
dniach po zarazeniu, mialy najczesciej zaatakowane pluca, natomiast ginace
w pozZniejszym okresie wykazywaly uszkodzenia mézgu 1 ptuc. Na 51 padtych
osobnikow z 48 wyizolowano pelzaki z mozgu (tab. 1). Pozostale przy zyciu 89
myszy po 20 dniach byly sekcjonowane, a posiewy z mozgoéw wskazywaly na to,
ze wiekszo$¢ (53) byla jednak zarazona pelzakami, u pozostalych 36 myszy nie
udato sie wyizolowa¢ pelzakow. _

~ Wyizolowane pelzaki z mézgu padlych myszy nalezaly do dwoch rodzajow:
Acanthamoeba i Hartmannella. Z rodzaju Acanthamoeba stwierdzono nastepu-
jace gatunki: A. poliphaga, A. astronyxis, A. castellani, A. glebae, a z rodzaju
Hartmannella: H. rhysodes, H. palestinensis, H. vermiformis.
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Tab. 1. Wyniki posiewdw z mozgu myszy padlych po zarazeniu pelzakami
Results of inoculation from mice brains died after infection with amoebas

Zbiornik wodny Liczba myszy zarazonych | gLiczba myszy padtych Liﬂbawyl?z}:;y;:nl:iygzs dzgu
Basen AOS w Lublinie 20 5 5
Basen w Swidniku 20 7 7
Zalew Zemborzycki 20 7 6
Jezioro Lukcze 20 10 10
Jezioro Biale 20 13 13
Jezioro Piaseczno 20 4 . 3
Jezioro Krasne 20 5 4
Ogodtem 140 51 48

Podczas sekcji padtych zwierzyt poddawano szczegétowym ogledzinom
opony mozgowe i mozg. Opony mozgowe zazwyczaj byly przekrwione na calej
powierzchni, niekiedy przekrwienie obejmowalo tylko okolice ptatow c2olowych
i okolicg wechowa. Zmiany w moézgu w pojedynczych przypadkach byly nie-
wielkie i ograniczaly si¢ do nieduzych ogniskowych wybroczyn krwawych, stabo
widocznych, zazwyczaj u podstawy mozgu lub niewielkich wylewow krwawych
w powierzchniowej warstwie kory. Najczesciej jednak obserwowano ogélne
przekrwienie mozgu, z duzymi wybroczynami krwawymi w okolicy platow
czotowych, ciemieniowych oraz mézdzku. Niekiedy widoczne byly niewielkie
miejsca ropne w powierzchniowej substancji kory mozgu i opuszek wechowych,
ktore zazwyczaj byly wyraznie zaczerwienione i wykazywaly zmiany martwicze.

Badaniem histologicznym objeto wszystkie czesci mézgu. Zmiany powstale
w mozgu zalezne byly od umiejscowienia sie pelzakodw, ich rozprzestrzenienia
si¢ w mozgu i intensywnosci inwazji. Najwigksze zmiany stwierdzono w opusz-
kach wechowych. Najczesciej objete byly procesem zapalnym brzuszne czgsci
opuszek wechowych, gdzie wystgpowata duza liczba petzak 6w, grzbietowe czesci
opuszek wechowych zazwyczaj w mniejszym stopniu byly zajete przez pelzaki.
Niekiedy, na skutek masowej inwazji, stwierdzano calkowite zniszczenie opu-
szek wechowych (ryc. 1). Wowczas w opuszkach wechowych widoczne bylo
znaczne przekrwienie oraz czgSciowa destrukcja naczyn krwionosnych, po-
legajaca na przerwaniu $rodblonka i blony wewnetrznej matych naczyn.
Stwierdzono r(')vc\miei liz¢ komorek nerwowych, degeneracje komorek ner-
wowych polegajaca na przemieszczaniu si¢ jadra komorkowego na obwéd oraz
przerost tkanki glejowej. W bardziej zniszczonych opuszkach wechowych
stwierdzano cale pola pozbawione komorek nerwowych oraz wyraznie wi-
doczna destrukcj¢ tkanki w miejscach, gdzie masowo wystgpowaly pelzaki
(ryc. 2).

Opony moézgowe rowniez wykazywaly zmiany patologiczne, byly silnie
przekrwione, wystepowaly niewielkie wylewy krawawe oraz w niekiorych
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miejscach odwarstwienie opon od kory mézgu. W miejscach tego odwarstwie-
nia migdzy oponami a kora mozgu stwierdzano petzaki. Obserwowane roz-
warstwienie najczesciej stwierdzano w okolicy platow czolowych. W niektorych
przypadkach na poétkulach przodomoézgowia stwierdzano brak fragmentow
opon, poniewaz ulegly one catkowitemu zniszczeniu w procesie ropnym.

Rowniez potkule przodomozgowia wykazywaly zmiany patologiczne o roz-
nym nasileniu. Przy niewielkiej inwazji obserwowano przekrwienie z czgSciowym
zniszczeniem naczyn krwionosnych oraz niewielkie zmiany krwotoczne we-
wnatrz substancji szarej i bialej. Jednak wigksze zmiany wystepowaly zawsze
w korze mozgowej. W tych czescich kory mézgowej, w ktorych stwierdzano
nawet niewielka liczb¢ pelzakéw, brak bylo prawidtowego utkania warstw
korowych. Uderzajacy byt zwlaszcza brak komorek piramidalnych (ryc. 3). Przy
masowej inwazji wszystkie komorki nerwowe kory ulegaty zniszczeniu i obser-
wowano rozlegle ogniska martwicy, a na powierzchni wystgpowaly mniej lub
wiecej liczne ropnie (ryc. 4). Najczesciej inwazja pelzakow obejmowala tylko
jedna potkule. Na uwage zastuguje fakt, ze niezaleznie od stopnia inwazji
pelzaki nie przechodzily do substancji bialej i zatrzymywaly si¢ na granicy kory
(ryc. 5 i 6). Jednak w substancji bialej mozgu obserwowano zmiany krwo-
toczne.

Mozdzek byt zazwyczaj lekko objety procesem zapalnym i tylko obserwo-
wano pojedyncze pelzaki lub ich niewielkie skupienia w okolicach okotlo-
naczyniowych i migdzyglejowych. W kilku przypadkach stwierdzono zniszczenie
niektorych czgsci warstwy ziarnistej przez pelzaki.

Poza przodomézgowiem i moézdzkiem w pozostalych czgsciach mozgu
oprocz przekrwienia nie obserwowano innych zmian patologicznych, a takze
nie stwierdzano petzakow. '

Nalezy podkreslic, ze¢ w mozgu pelzaki wystgpowaly zawsze w aktywne;j
postaci trofozoitow, nie stwierdzano nigdy cyst. W.pierwszej kolejnosci atakowa-
ly one opuszki wechowe, a nastgpnie platy czolowe i podstawe mozgu, w dalszej
kolejnosci pelzaki rozprzestrzenialy si¢ w korze mozgowej 1 mozdzku.

Badania nasze wykazaly zalezno$¢ stopnia nasilenia procesu zapalnego
w mozgu od okresu przezywania myszy. U myszy, ktore padaly w pierwszych
dniach po zarazeniu, stwierdzano pojedyncze pelzaki w opuszkach wechowych.
Natomiast myszy, ktore padaly w 5 lub 6 dniu po zarazeniu mialy juz zajete
dalsze czgsci przodomoézgowia w okolicy ptatow czolowych i podstawy mozgu.
Stwierdzono rowniez zmiany krwotoczne, zarOwno w substancji szarej, jak
i bialej mozgu. W mozgu myszy, ktore padaly migdzy 10 a 17 dniem stwierdzano
wigksze ilosci pelzakow i najwigksze uszkodzenia mézgu. Obserwowano inten-
sywne ogoélne przekrwienie i wylewy krwawe we wszystkich czeSciach mozgu,
duze ogniska martwicy, catkowite zniszczenie komérek nerwowych i glejowych
w opuszkach wechowych i pdtkulach moézgu oraz ropnie w opuszkach wecho-
wych i na powierzchni p6tkul przodomoézgowia. Niekiédy procesem zapalnym
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objety byt rowniez mozdzek, w ktérym pelzaki wystepowaty we wszystkich jego
czesciach.

Stwierdzono, ze nawet niewielka liczba pelzakow w korze mozgowej po-
wodowala zniszczenie komorek nerwowych. Jesli nawet nie wszystkie komorki
byly zniszczone, to zawsze nastgpowala dezintegracja warstw korowych, po-
legajaca na tym, ze w okolicy, gdzie wystepowaly pelzaki, nie mozna bylo
stwierdzi¢ warstw kory mozgowej. Zauwazono rowniez, ze pelzaki niszczyly
w pierwszej kolejnosci komorki piramidalne.

DYSKUSIJA

Wprawdzie istnieje caly szereg badan nad patogennoscia pelzakow z grupy
limax, to jednak tylko w niewielkim stopniu uwzgledniaja one zmiany histo-
logiczne w mdzgu.

Jako pierwsi Culbertson i wsp. (7) w r. 1958 stwierdzili zmiany pato-
logiczne w mozgu spowodowane inwazja pelzakow. Zarazane donosowo myszy
wykazywaly uszkodzenie potkul przodomozgowia i podstawy mozgu. W dal-
szych badaniach (9) stwierdzili oni na tym samym materiale ziarniniaki,
rozmieszczone glownie w opuszkach wechowych i potkulach przodomozgowia,
powodujace podostry lub przewlekly przebieg choroby, u niektorych zwierzat
stwierdzali ropnie w mozgu. Inwazji mozgowia towarzyszy! intensywny naciek
zapalny oraz silne zmiany krwotoczne w poétkulach moézgu. W niektorych
przypadkach pelzaki powodowaly mniejsze zmiany w mézgowiu, ktdre réwniez
proWadzily do $mierci zwierzat, na skutek zajecia waznych dla zycia osrodkow
moézgu. Rowniez w naszych badaniach stwierdziliSmy, ze pelzaki powodowaly
w znacznym stopniu uszkodzenia mézgu myszy.

Okazalo si¢ rowniez, Ze istnieje $cisty zwigzek migdzy stopniem nasilenia
procesu zapalnego moézgu a okresem przezywania myszy. Zwierzeta, ktore
padaly w pierwszych dniach po zarazeniu, mialy tylko niewielkie zmiany
w mozgu, natomiast te, ktore przezywaly dluzej (10-17 dni), wykazywaly
najwieksze uszkodzenia moézgu. Podobnie Rudzka (15), badajac zmiany
w mozgu myszy do$wiadczalnie zarazonych niektorymi szczepami pelzakow
pochodzacych z jezior okolic Poznania, stwierdzila, ze stopien nasilenia procesu
zapalnego mozgu uzalezniony byt od czasu przezywania myszy:

Wyniki naszych badan w calej pelni potwierdzity spostrzezenia Cervy (4)
i Rudzkiej (15), ze u zarazonych zwierzat pelzaki w mozgu przemieszczaja
si¢ wzdtuz naczyn krwionosnych. Podobne spostrzezenia poczyniono rowniez
1 u ludzi zarazonych pelzakami i zmarlych na pierwotne pelzakowe zapaleme
opon moézgowych i moézgu (2, 3).

W moézgu zarazonych przez nas myszy stwierdzono obecnos$¢ tylko trofo-
ZoitOw, natomiast nie udalo si¢ stwierdzi¢ obecnosci cyst, tymczasem Martinez
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(13) przy inwazji pelzakow z rodzaju Acanthamoeba stwierdzit w mozgu czto-
wieka obok trofozoitéw takze i cysty.

W badanych zbiornikach wodnych Lubelszczyzny stwierdzono obecnos$é

patogennych szczepow pelzakow grupy limax. Poniewaz wszystkie te zbiorniki
sa wykorzystywane jako kapieliska, moga stanowi¢ zagrozenie dla ludzi.
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OPIS RYCIN
Ryc. 1. Opuszka wechowa uszkodzona przez petzaki. Pow. ok. 160 x.
Ryc. 2. Fragment uszkodzonej opuszki wegchowej, widoczne liczne pelzaki. Pow. ok. 430 x.
Ryc. 3. Pojedyncze pelzaki w korze mozgowej. Pow. ok. 560 x.
Ryc. 4. Naciek ropny w powierzchniowej warstwie kory mozgowej. Pow. ok. 270 x.
Ryc. 5. Inwazja pelzakéw w korze moézgowej. A — substancja szara, B — substancja biala.
Pow. ok. 260 x.

Ryc. 6. Inwazja petzakow w korze mozgowej. A — substancja szara, B — substancja biala.

Liczne pelzaki w substancji szarej. Pow. ok. 430 x.
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PE3IOME |

HposeaeHusie HccaeAOBaHUS NMOKA3a/H, 4T0 aMeOnl U3 IPynNIsl /imax BEI3BIBAIOT CEpbe3HbIE
NIOBPEXK/ICHHSA HEHTPAJbHOH HEPBHOH CUCTEMBI B (OpME OGLIMPHBIX HEKDOTHHCCKHX, T€MOp-
paruyecKMX BOCHANeHHH MO3roBhIX OOOJIOYEK M MO3ra. B IHCTONOrHYECKHX HCCIEIOBAHHAX
caMble GOnbliMe MOBPEX/JIECHHA KOHCTATHPOBANH B OGOHATENbHBIX AOJAX, B MO3TOBOH KOpe
H B ocHoBe Mo3sra. Ilpu Goyblnoil MHBa3uu ame® KOHCTATHPOBAJIH IMOJIHOE TOBPEXIECHHE
oGoHATENbHBIX JOJIel M kpoBom3jmusHue. KOHCTaTHpOBaM Takke B MO3rOBOH KOpe KDPOBO-
H3JHAHKME ¥ aTPOGHIO HEPBHHIX KJIETOK. [lake npH HeGosbinoi nuBazun ameb He HabmomamuCh
B MO3roBOM KOpE HOpMAJIbHbIE CTPOEHHS KODKOBBIX c0eB. B 6enoM BeuecTBe Mo3ra KOHCTa-
THPOBAJIH JIKIIb FEMOPpAarMiecKde H3MEHEHHsl, HO HUKOIJa He HabGnoJaiu npuCyTCTBHE ameb.

, SUMMARY
Tt was found experimentally that amoebas of the limax group cause a serious damage in central
nervous system consisting in extensive, necrotic and haemorrhagic meningoencephalitis. Histologic
examinations show that the most extensive injury is found in olfactory bulbs, cerebral cortex and the
base of the brain. It was observed that the heavy invasion of amoebas can result in complete
destruction of olfactory bulbs and ecchymosis. Extravasations of blood and atrophy of nerve cells
were also found in cerebral cortex. Even relatively inconsiderable invasion of the amoebas into the
brain resulted in creation of anomalous texture of cerebral cortex layers. In white matter of the brain,
however, only haemorrhagic alterations were found without the presence of the amoebas.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Olfactory bulb damaged by amoebae. Magn. ca 160 x.

Fig. 2. Fragment of damaged olfactory bulb. Visible numerous amoebae. Magn. ca 430 x.

Fig. 3. Individual amoebae in cerebral cortex. Magn. ca 560 x.

Fig. 4. Purulent infiltration in the superficial layer of cerebral cortex. Magn about 270 x.

Fig. 5. Amoebae invasion in cerebral cortex. A — grey matter, B— white matter. Magn. ca 260 x.

Fig. 6. Amoebae invasion in cerebral cortex. A — grey matter, B — white matter. Numerous
amoebae in grey matter. Magn. ca 430 x.


















