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WYKAZ SKROTOW UZYTYCH W PRACY:

AKI — Acute Kidney Injury (ostre uszkodzenie nerek)

ALP - fosfataza alkaliczna (Alkaline Phosphatase)

APC — komorka prezentujaca antygen (Antigen Pressenting Cell)

AT — adhezyny autotransportujace

Clkr— Kklirens kreatyniny

Clurea— klirens mocznika

CRP — biatko C-reaktywne (C-Reactive Protein)

CSZN — cewkowo — §rodmigzszowe zapalenie nerek

CYR61 - biatko wydzielnicze bogate w cysteine (cysteine-rich protein 61)
DAF — Decay Accelerating Factor

EPS — pozakomorkowe substancje polimeryczne (Extracellular Polymeric Substances)
FEK - frakcjonowane wydalanie potasu (fractional kalium excretion)
FENa - frakcjonowane wydalanie sodu (fractional sodium excretion)
FEUrea — frakcjonowane wydalanie mocznika (fractional urea excretion)
GFR — wspotczynnik filtracji kigbuszkowej (Glomerular Filtration Rate)
H — E — barwienie hematoksylina — eozyna

IL — interleukina

J.t.k. — jednostka tworzgca koloni¢

INF y — interferon y

K - potas

Kp — stezenie potasu w surowicy

Ku — stezenie potasu w moczu

Kreap — stezenie kreatyniny w surowicy



Kreau — stg¢zenie kreatyniny w moczu

KDIGO - Kidney Disease: Improving Global Outcomes
KIM-1 — Kidney Injury Molecule-1

KZN - kiebuszkowe zapalenie nerek

LPS - lipolisacharyd

MAC - atakujacy kompleks btonowy dopetniacza (Membrane Attack Complex)
MAPK — Mitogen-Activated Protein Kinase

MCP-1 — Monocyte Chemoattractant Protein-1

MHC - biatka uktadu zgodnosci tkankowej (Major Histocompatibility Complex)
Na — sod

Na-K-ATPaza — pompa sodowo — potasowa

Nap — stezenie sodu w surowicy

Nau — stgzenie sodu w moczu

NGAL - lipokalina

NK — komorki cytotoksyczne (Natural Killer)

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne

NO - tlenek azotu

NOSL1 - syntaza tlenku azotu

OIOM - oddziat intensywnej opieki medycznej

OZN - odmiedniczkowe zapalenie nerek

OUN - ostre uszkodzenie nerek

P — oznaczenie wykonywane w surowicy (Plasma)

PGE - prostaglandyna

PNN — przewlekta niewydolno$¢ nerek

POCT - badania przytozkowe (Point Of Care Testing)



RAA — uktad renina — angiotensyna - aldosteron

RFI — wskaznik niewydolnosci nerek (Renal Failure Index)
SD - odchylenie standardowe

TNF a — czynnik martwicy guza o (Tumor Necrosis Factor «)
Tc - limfocyt T cytotoksyczny (T cytotoxic limphocyte)

Th — limfocyt T pomocniczy (T helper limphocyte)

TLR — Tool — Like Receptor

U — oznaczenie wykonywane w moczu (Urine)

UPEC - uropatogenne szczepy pateczki okrgznicy (Uropathogenic Escherichia Coli)
UP1la - receptor uroplakinowy la

Ureap — stezenie mocznika w surowicy

Ureau — stezenie mocznika w moczu

UTI — Urinary Tract Infection (zakazenie uktadu moczowego)

ZUM - zakazenie uktadu moczowego



1. WSTEP

Zakazenie uktadu moczowego — ZUM — zostato zdefiniowane, jako obecnosc¢
drobnoustrojéw powyzej zwieracza pgcherza moczowego, w jalowych fizjologicznie
drogach moczowych [1]. Poza infekcjami drog oddechowych — ZUM, jest jednym z
najczesciej diagnozowanych schorzen przez lekarzy podstawowej opieki zdrowotne;.
Szacuje sie, ze rocznie zapada na nie ok. 170 milionéw ludzi na calym $wiecie [2].

ZUM jest konsekwencja uposledzenia wystepujacych w organizmie
mechanizméw przeciwdziatajagcych infekcjom drég moczowych. Przyczyna ich
ostabienia sg m.in. zmiany hormonalne (menopauza, cigza), zaburzenia w opréznianiu
pecherza (spowodowane przerostem prostaty lub opadaniem miednicy), ale takze wady
anatomiczne w ukladzie moczowym, cukrzyca, dieta i farmakoterapia, glownie
sterydowa. Do barier zapobiegajacych w naturalny sposob przyleganiu bakterii do
nabtonka uktadu moczowego, poza mechanicznym dziataniem strumienia moczu,
nalezy: fizjologiczna flora bakteryjna pochwy i ujscia cewki moczowej, uromodulina,
wydzielina gruczotu krokowego, oraz mukopolisacharydy btony $luzowej pecherza.
Dodatkowo kwasne pH moczu, przeciwciala, czynnos¢ zastawek pecherzowo —
moczowodowych, perystaltyka moczowodéw, utrudniajg kolonizacje 1 ulatwiajg
eliminacj¢ drobnoustrojow z uktadu moczowego. Wraz z wiekiem zmniejsza si¢
skuteczno$¢ tych mechanizméw, zwiekszajac ryzyko 1 czestos¢ wystepowania ZUM.
Poza zmianami zwigzanymi ze starzeniem si¢ organizmu, skolonizowaniu drog
moczowych sprzyja: zastdj moczu na kazdym poziomie uktadu moczowego, refluks
moczowodowo — pecherzowy, kamica moczowa, instrumentacja drég moczowych,
immunosupresja oraz przewlekle schorzenia nerek.

Dolegliwosci zwigzane z zakazeniem drog moczowych odczuwane sg $rednio

przez 6 dni, oraz wigza si¢ z konieczno$cig ograniczenia codziennej 1 zawodowej
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aktywnosci [3]. Na podstawie objawow klinicznych, wsérdd ktérych wystepuje: dyzuria,
czgstomocz, nykturia, mimowolne oddawanie moczu, bol w okolicy nadlonowej lub
ledzwiowej, niekiedy goragczka, mozna postawi¢ wstepne rozpoznanie ZUM. Ostateczne
zdiagnozowanie tego schorzenia, zgodnie z definicja, wymaga wykazania obecnosci
drobnoustrojéw w drogach moczowych. Diagnoze potwierdza si¢ badaniem
bakteriologicznym moczu, a wlasciwe leczenie ustala na podstawie wykonanego
antybiogramu [4].
1.1 Biochemiczne i molekularne aspekty procesu zapalnego

Kolonizacja drobnoustrojow w drogach moczowych jest czynnikiem
uruchamiajacym kaskade reakcji, majacych na celu szybka lokalizacjg, zniszczenie i
eliminacje¢ patogenu z ustroju, z nastgpowa regeneracjg uszkodzonych tkanek i
wyzdrowieniem. To odpowiedZz immunologiczna organizmu, ktorej dwie zasadnicze
fazy polegajg na rozpoznaniu antygenu i reakcjach umozliwiajacych jego likwidacjg. W
obrebie nabtonka i blon $§luzowych uktadu moczowego, komoérkami odpowiedzialnymi
za identyfikacje¢ i prezentacje antygenu uktadowi odporno$ciowemu, sg komorki uktadu
biatokrwinkowego — fagocyty jednojadrzaste APCs. Komorki te maja duzag ekspresje
czastek MHC klasy II, ktore umozliwiajg rozrdznienie egzogennych antygenéw od
wilasnych. W obrebie fagolizosomu komoérki APC, dochodzi do czgsciowej degradacji
antygenu na fragmenty peptydowe. Fragmenty te taczg si¢ z konkretng czasteczkg MHC
we wnetrzu komorki i jako kompleks — czgsteczka MHC/peptyd — prezentowane sg na
jej powierzchni limfocytom Th. Rozpoznanie czgsteczek antygenowo obcych przez
limfocyty Th, powoduje aktywacje mechanizméw efektorowych, czyli produkcje
cytokin. Te z kolei pobudzajg limfocyty B do produkcji przeciwciat, oraz aktywujg lub
hamujg dziatania innych komoérek efektorowych, w tym limfocytow Tc, makrofagoéw i

granulocytow [5].
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W przypadku zapalenia bakteryjnego to LPS i bakteryjne endotoksyny sa
silnymi  czynnikami  chemotaktycznymi i aktywatorami  produkcji  cytokin,
wywoltujacymi naptyw komorek do miejsca reakcji zapalnej [6]. W odpowiedzi na
sktadniki drobnoustrojow, szczegolnie wazng rol¢ odgrywaja uwalniane przez
makrofagi cytokiny, takie jak: TNF a, oraz interleukiny: IL-1, IL-6 i IL-12. Skutkiem
ich dziatania jest zwigkszenie aktywno$ci fagocytarnej makrofagéw 1 neutrofili.
Dochodzi do wydzielania IFN y przez komoérki NK, rekrutacji leukocytéw do miejsca
zapalenia oraz wzrostu ekspresji selektyn, czyli czastek niezbednych w procesie
migracji leukocytéw z krwi do miejsca objetego stanem zapalnym [7].

Wzrost poziomu cytokin, jest przyczyng typowych objawdéw miejscowych i
ogolnoustrojowych stanu zapalnego. Pod ich wptywem, w narzadzie objetym procesem
zapalnym zwigkszony zostaje przeplyw krwi, wzrasta temperatura, dochodzi do
rozszerzenia naczyn krwiono$nych i przekrwienia tozyska naczyniowego. Wzmozona
przepuszczalno$¢ naczyn warunkuje powstanie obrzgku, ktory draznigc zakonczenia
nerwowe jest przyczyng bolu [8]. Dochodzi do uposledzenia funkcji narzadu,
manifestacji objawow klinicznych. Ponadto TNF a, IL-1 i IL-6 inicjujg w hepatocytach
syntez¢ bialek ostrej fazy np. CRP, uznanego markera stanu zapalnego.

W inaktywacji drobnoustrojoéw, komoérki procesu zapalnego wykorzystujg
zalezne 1 niezalezne od tlenu mechanizmy. Proces tlenowy zwigzany jest z produkcja
reaktywnych form tlenu 1 azotu. Proces beztlenowy wigze si¢ z wykorzystaniem
substancji  bakteriobdjczych, zlokalizowanych w  ziarnisto$ciach, tworzeniem
fagolizosomu i trawieniem enzymatycznym, oraz formowaniem przez biatka
dopetniacza kompleksu MAC. Komorki, ktore braty udzial w eliminacji drobnoustrojow
I spetnity swoja funkcje, prawidlowo ulegaja apoptozie, prowadzac do wygaszenia stanu

zapalnego. Komorki, ktore w skutek przetadowania materiatem antygenowym, ulegly
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procesowi nekrozy, po uwolnieniu zawartosci stajg si¢ przyczyng przejscia stanu ostrego
w przewlektly stan zapalny.
1.2 Epidemiologia i etiologia zakazen ukladu moczowego

Epidemiologia. Zakazenie ukladu moczowego jest schorzeniem dotyczacym
zarowno dzieci jak i dorostych. U dzieci, ze wzgledu na wysoka temperaturg
towarzyszaca zakazeniu, oraz w poréwnaniu do populacji dorostych, wzmozona
czestos¢ wystgpowania powiktan (bliznowacenie nerek, nadci$nienie, przewlekla
choroba nerek), infekcje ta okresla si¢ mianem powaznej [9,10]. Dane literaturowe
pokazuja, ze na infekcje drog moczowych zapada ok. 8 % wszystkich dzieci, w tym 2 %
chlopcow 15 — 6 % dziewczat [11,12].

W populacji dorostych, ze wzgledu na réznice w dtugosci cewki moczowej, na
ZUM kobiety zapadaja kilkakrotnie czesciej niz mezczyzni. Szacuje si¢, ze okoto 50 %
kobiet i 12 % mezczyzn przynajmniej raz w zyciu przechodzito infekcje drog
moczowych [13]. U kobiet miedzy 18 a 24 rokiem zycia zapadalno$¢ na ZUM wynosi
11 % [14]. W kolejnych dekadach zycia czestos¢ zachorowania zwicksza si¢ 0 1 — 2 %,
osiagajac po 60. roku zycia warto$¢ ok. 20 %. U mezczyzn w wieku do 50 lat, czestosc
wystepowania ZUM utrzymuje si¢ ponizej 1 %, natomiast w wieku 70 lat nie
przekracza 3 % [15,16]. Kolejne grupy narazonych na ZUM stanowig pacjenci
cewnikowani lub poddani innej instrumentacji drég moczowych, oraz kobiety w cigzy.
Jednorazowe, krotkotrwale cewnikowanie jest przyczyng infekcji u 20 % pacjentow.
Kilkudniowe utrzymywanie cewnika prowadzi do rozwoju ZUM u 90 — 100 % chorych
[4,17]. Ze wzglgdu na zmiany hormonalne, ostabiajgce mechanizmy przeciwbakteryjne
uktadu moczowego, u kobiet w cigzy zachorowalno$¢ odnotowuje si¢ na poziomie 9 %

[18]. Szacuje si¢, ze rocznie W USA koszt leczenia pacjentoéw z ZUM — o etiologii
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niezwigzanej Z pobytem w szpitalu — oscyluje w granicy 1,6 bln dolaréw, natomiast
koszt leczenia wszystkich przypadkéw to 3 bin [19,20].

Etiologia. W ponad 90 % pozaszpitalnych i 50 % szpitalnych przypadkow
infekcji drég moczowych, drobnoustrojem izolowanym z moczu i odpowiedzialnym za
objawy Kkliniczne ZUM, jest pateczka okr¢znicy — Esherichia coli [21,22]. W
warunkach fizjologicznych bakteria ta stanowi flore¢ przewodu pokarmowego, zakazenie
jest natomiast konsekwencja przeniesienia jej w okolice cewki moczowej oraz pasazu
drobnoustroju do pecherza. U pacjentéw bez epizodu szpitalnego w etiologii ZUM,
przyczyng wystgpienia objawow mogg by¢ takze: Staphylococcus saprophyticus ~ 5 —
10 %, Proteus mirabilis, Enterococcus spp., Klebsiella spp. ~ 5 %. W przypadku
infekcji o etiologii szpitalnej] ZUM, odsetek izolowanych w posiewach drobnoustrojow
z grupy Enterobacteriaceae wzrasta do okoto 45 %, w tym Enterococcus spp. stanowi ~
20 %, Klebsiella spp. ~ 15 %, Proteus spp. ~ 10 %, Serratia marcescens ~ 3 %. Wsrod
rzadziej izolowanych patogenéw znajdujg si¢: Pseudomonas spp., Chlamydia
trachomatis, Herpes simplex oraz grzyby. Nalezy jednak zaznaczyé¢, ze grzybicza
(gtownie Candida albicans) infekcja drog moczowych wystepuje prawie wylacznie u
pacjentow hospitalizowanych z cewnikiem, dodatkowo obcigzonych cukrzycy 1
stosujacych kortykosteroidoterapie [23,24].

Paleczka okreinicy. Paleczka okrgznicy jest najpowszechniejszym gatunkiem
rodzaju Escherichia, odpowiedzialnym za wickszos¢ przypadkow bakteryjnych infekcji
uktadu moczowego. To Gram — ujemna bakteria, wzglednie beztlenowa, fizjologicznie
— jako komensal — bytujaca W okreznicy cztowieka. W swoim naturalnym $rodowisku,
wickszo$¢ szczepow paleczki okreznicy nie wykazuje cech chorobotwérczych. Zroédlem
powaznych, zagrazajacych zdrowiu i zyciu infekcji, bakterie te staja si¢ dopiero

woweczas, gdy przedostang si¢ do naczyn krwiono$nych, oraz innych uktadow [25].
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Pateczka okreznicy jest izolowana u 45 % pacjentow z sepsa, u 90 % pacjentow z
pozaszpitalnym ZUM, oraz w stanach zapalnych zotadka i jelit. Na podstawie
zroéznicowania budowy antygenow somatycznych — O, powierzchniowych — K i
rzeskowych — H, gatunek E. coli tworzy ponad 180 typoéw serologicznych o roznej
chorobotworczosci. W przypadku infekeji drog moczowych za wystapienie objawow
klinicznych odpowiadaja tzw. uropatogenne szczepy E. coli — UPEC [26]. Kolonizacja
uktadu moczowego przez te szczepy, mozliwa jest dzigki ich zdolnosciom do
przylegania do nabtonka wyScielajacego drogi moczowe. Niespecyficzny mechanizm
adherencji  wykorzystuje sile przyciggania elektrostatycznego, jak roéwniez
oddziatywania miedzyczasteczkowe migdzy nablonkiem a strukturami bakterii.
Specyficzny mechanizm polega na posiadaniu przez nabtonek i komorki bakteryjne
pewnych osobliwych struktur i biatek, tworzacych razem silne wigzania [27].

Czynnikami wirulencji UPEC, warunkujagcymi chorobotwodrczos¢ i zapadalnosé
na infekcje ukladu moczowego sa adhezyny, a wsérdd nich fimbrie i struktury
niefimbriowe. Fimbrie sg nitkowatymi tworami, utworzonymi z podjednostek
bialkowych, utozonymi rownomiernie wokot catej komorki bakteryjnej. Fimbrie typu I,
wykazujgce powinowactwo do mannozy, sg charakterystyczne dla >70 % szczepoéw
UPEC [28]. Za posrednictwem dystalnego biatka FimH lacza si¢ one z resztami
mannozowymi receptora UP1la, zlokalizowanego na komoérkach nabtonka pegcherza
moczowego. Potgczenie to umozliwia bakteriom inwazje wewnatrzkomorkowa, oraz
tworzenie biofilmu — blony biologicznej chronigcej bakterie przed mechanizmami
obronnymi gospodarza i dziataniem antybiotykow [29]. Biatkiem endogennym,
zapobiegajacym przyleganiu bakterii do nabtonka pecherza moczowego, jest
uromodulina — produkowana w cewce dystalnej nefronu. Laczac si¢ z fimbrialnym

biatkiem FimF, do ktérego ma powinowactwo, uromodulina blokuje adhezje¢ bakterii do

15



komorki nabtonkowej pecherza. Niedostateczna skuteczno$¢ tego mechanizmu, sprzyja
reakcji pateczki okreznicy z receptorem nabtonka wyscielajacego uktad moczowy. W
konsekwencji, reakcja biatka FimH z receptorem UP1la, wlacza sygnat prowadzacy do
programowanej $mierci komorki, skutkujacy wyeliminowaniem patogendéw z
organizmu przez zhluszczenie warstwy komorek zainfekowanych w pecherzu. W
przypadku posiadania przez bakterie struktur wigzacych receptory glebszych warstw
komorek nabtonkowych odstonigtych przez apoptozg, mechanizm ten zawodzi,
prowadzac do rozprzestrzenienia si¢ infekcji [30]. W przeciwienstwie do fimbrii typu I,
mannozooporne fimbrie typu Il (P, S, Dr) posiada zdecydowanie mniejszy odsetek
szczepoéw uropatogennych. NajczeSciej wystepujace z typu II — fimbrie P, za
posrednictwem dystalnego biatka PapG tworza wigzanie z resztami galaktozydowymi
receptorow glebozydowych kanalikow nerkowych. Ponadto fimbrie typu I i P wiaza si¢
z receptorem TLR, rozpoznajacym wzory molekularne patogenow, zlokalizowanym na
komorkach odpornosci wrodzonej w drogach moczowych (np. makrofagach APC).
Specyficznos$¢ tego wigzania oraz obecnos$¢ bakteryjnego LPS, aktywuje odpowiedz
zapalng w uktadzie moczowym. Lokalizacja stanu zapalnego w miedniczkach
nerkowych jest zatem zalezna od zainfekowania pateczka okrgznicy z czynnikiem
wirulencji w postaci fimbrii P, natomiast za stan zapalny pgcherza moczowego
odpowiadajg bakteryjne fimbrie typu I. Odmiedniczkowe zapalenie nerek — OZN, ale
takze posocznice czy zapalenie opon moézgowo — rdzeniowych wywotujg bakterie
E. coli z fimbriami typu Il — S. Za po$rednictwem biatka SfaS wigzg reszty
galaktozydowe receptorow zlokalizowanych w kanalikach nerkowych, kiebuszkach i
nablonku naczyniowym. Adhezja bakterii do komorki nabtonka jest aktywatorem
wydzielania przez pateczke okreznicy enzymow litycznych, ktore nadtrawiajgc

otoczenie sg przyczyna glebszej penetracji i zakazenia [31,32]. Fimbrie typu Il — Dr, sg
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W gtownej mierze winowajca nawracajacych ZUM u kobiet ci¢zarnych. Tworzg one
kompleksy z niefimbriowymi strukturami — adhezynami biatkowymi Afa. Receptorem
dla potaczenia Afa/Dr sa widkna kolagenu typu IV oraz DAF — czynnik chroniacy
tkanki gospodarza przed dziataniem dopelniacza, zlokalizowany na nabtonku okreznicy,
w macicy i niskich odcinkach uktadu moczowego. Powtarzajace si¢ infekcje uktadu
moczowego u ci¢zarnych sg wynikiem fizjologicznego wzrostu ekspresji DAF w
okresie cigzy [33]. Za szpitalne infekcje drog moczowych, spowodowane
instrumentacja ukladu moczowego, kolonizacja cewnikow urologicznych oraz
tworzeniem biofilmu, odpowiedzialne sg bakterie E. coli z czynnikiem wirulencji w
postaci fimbrii typu I1l. W kanalikach nerkowych tacza si¢ one z widoknami kolagenu V
za posrednictwem biatka adhezyjnego MrkD [34]. Przyleganie do tworzyw sztucznych
cewnikow, oraz nablonka ukladu moczowego powoduje takze obecno$¢ struktur
niefimbriowych — AT. Adhezyny AT — wykazujg powinowactwo do syntetykow oraz
fibronektyny i lamininy pecherza moczowego, prowadzac do tworzenia cewnikowego i
pecherzowego biofilmu. Wydzielane do otaczajacego srodowiska dziatajg takze jako
toksyny bakteryjne [35]. Za reinfekcje uktadu moczowego odpowiedzialne sg szczepy
pateczki okr¢znicy z obecnos$cig niefimbriowych adhezyn — lha [36].
1.3 Podzial i specyfika zakazen ukladu moczowego
Drogi zakaZenia. ZUM moze rozwing¢ si¢ w skutek przeniesienia bakterii
jelitowych w okolice btony $luzowej przedsionka pochwy oraz cewki moczowej i
przemieszczenia ich do pecherza, lub by¢ konsekwencja bakteryjnego zakazenia krwi.
Kolonizacja uktadu moczowego odbywa si¢ glownie na drodze wstepujacej ~ 98 %
przypadkéw. Zakazenie krwiopochodne (hematogenne) badz limfopochodne
diagnozowane jest rzadko, prawie wyltacznie u pacjentow w ciezkim stanie

Klinicznym. Jest zakazeniem wtornym do innego uktadu, spowodowanego najczesciej
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przez Staphylococcus aureus, Candida spp., Salmonella spp., Mycobacterium
tuberculosis, Pseudomonas spp. i Proteus spp. [19,37].

Kryteria rozpoznania. ZUM klasyfikowane jest na podstawie wynikow
badania moczu i wywiadu z pacjentem, uwzglgdniajacym wystgpowanie lub brak
objawow klinicznych, umiejscowienie zakazenia, oraz ocen¢ budowy anatomicznej i
funkcjonalno$ci drog moczowych. Rozpoznanie opiera si¢ na stwierdzeniu obecnosci
czynnika etiologicznego stanu zapalnego drég moczowych w badaniu ogdélnym i
mikrobiologicznym moczu. W przypadku etiologii bakteryjnej do rozpoznania ZUM
konieczne jest okreslenie ilosci bakterii w mililitrze wydalanego moczu. Pewna
diagnoze ZUM potwierdza bakteriomocz znamienny, okreslany wedtug ponizszych
kryteriow:

a. >10°j.t.k./ml u 0séb bez objawow klinicznych;

b. >10%j.t.k./ml u kobiet z objawami zapalenia pecherza moczowego;

c. >10*j.t.k./ml u kobiet z objawami ostrego OZN;

d. >10%j.t.k./ml u mezczyzn z objawami ZUM,;

e. kazda ilos¢ bakterii w moczu pobranym przez naktucie nadtonowe [1,23,37].

Bakteriomocz bezobjawowy. Bezobjawowe ZUM diagnozowane jest glownie u
kobiet. Czgstos¢ jego wystepowania wzrasta wraz z wiekiem, w populacji kobiet po 80
roku zycia wynosi 20 %. Jest czestg przypadtoscig cigzarnych ~ 10 %, dotyczy ~ 30 %
kobiet z cukrzyca, rozpoznawany jest u sporego odsetka osob obu pici z uszkodzonym
rdzeniem krggowym i z cewnikiem. W wigkszosci przypadkéw czynnikiem
etiologicznym izolowanym z moczu jest pateczka okreznicy [38]. Poza okresem cigzy
bakteriomocz bezobjawowy nie jest wskazaniem do antybiotykoterapii [39].

Objawowe ZUM. Infekcji drog moczowych towarzyszy¢ moga ogélne i

miejscowe objawy kliniczne. Gorgczka jest symptomem ZUM u dzieci, wystepujacym
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takze w 38 % przypadkow zapalenia pecherza moczowego u dorostych, oraz w
wigkszosci przypadkow OZN [4,40]. Dysuria (trudno$¢ w oddawaniu moczu),
stranduria (uczucie pieczenia w czasie mikcji), pollakisuria (czgstomocz), nykturia
(konieczno$¢ oddawania moczu w nocy), pyuria (ropomocz), ale takze mimowolne
oddawanie moczu sg objawami zajecia dolnego odcinka drég moczowych — cewki |
pecherza moczowego. Zapalenie goérnego odcinka uktadu moczowego — OZN —
przebiega¢ moze z objawami ze strony uktadu pokarmowego (nudno$ci, wymioty),
dreszczami oraz z bolami glowy. B6l w okolicy nadlonowej wskazuje na zapalenie
pecherza, w przypadku OZN lokalizuje si¢ w okolicy ledzwiowej (objaw Goldflama).
Objawem infekcji drog moczowych moze by¢ takze nieprzyjemny zapach moczu,
wskazujacy na inng niz bakteryjng etiologie ZUM [1,41].

Zakazenie dolnego odcinka ukladu moczowego. Dolny odcinek uktadu
moczowego stanowi cewka 1 pecherz moczowy. Stan zapalny zlokalizowany
wylgcznie w obrebie cewki moczowej nie jest z definicji ZUM. Jest traktowany, jako
schorzenie przenoszone droga plciowa, wywolane innymi patogenami — nieb¢dacymi
czynnikami etiologicznymi zapalenia pecherza i nerek [42]. Zakazenie dolnego
odcinka uktadu moczowego, diagnozowane glownie w populacji kobiet, to zazwyczaj
wspotistniejace zapalenie cewki (urethritis) i pecherza moczowego (cystitis). Rozwija
si¢ w konsekwencji uposledzenia mechanizmoéw obronnych zapobiegajacych infekcji
drég moczowych, a jego przebieg zalezny jest od czynnikéw wirulencji patogenow
powodujacych zakazenie [43]. Ryzyko wystgpienia infekcji cewki i pecherza
moczowego w dorostym zyciu, zwigksza si¢ w okresie wzmozonej aktywnos$ci
seksualnej, stosowania dopochwowych wkladek antykoncepcyjnych, ale takze

przypadku posiadania w historii chordb epizodu ZUM w dziecinstwie [44].
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ZakaZenie gornego odcinka uktadu moczowego. Dane statystyczne pokazuja,
ze 1 na 28 przypadkow (<5 %) niepowiktanego zapalenia pecherza staje si¢ przyczyna
zakazenia gornego odcinka drég moczowych [45]. Bakterie kolonizujace dolny
odcinek ukladu moczowego, posiadajace czynniki wirulencji wigzace poza
receptorami pgcherzowymi, takze receptory w strukturach nerek, przemieszczajg si¢
do gornych dréog moczowych, wywotujac OZN. Do zajecia miedniczek nerkowych
dochodzi przez prawidlowe ujScia moczowodowo — pecherzowe lub w przypadku
istnienia wstecznego odptywu pecherzowo — moczowodowego. Zakazenie nerek
rozpoczyna si¢ od rdzenia, przechodzac na przylegle czeséci kory. Obecnos¢ patogenu
w migzszu nerki powoduje rozwdj stanu zapalnego i aktywacje procesow
immunologicznych, ktére zmieniajac hemodynamik¢ narzadu prowadza do
uposledzenia jego funkcji. Rzadko obserwuje si¢ cechy niewydolnosci, istnieje jednak
ryzyko rozwoju ostrego $rodmigzszowego zapalenia, bedacego jedna z przyczyn
ostrego poinfekcyjnego uszkodzenia nerek [46].

Niepowiktane ZUM. ZUM okre$la si¢ mianem niepowiklanego (prostego),
jesli diagnozowane jest u kobiety w wieku przedmenopauzalnym, z prawidtowa
anatomig ukladu moczowego, oraz przy braku chordb uposledzajacych prawidlowy
odptyw moczu i funkcje drég moczowych. Zaréwno zapalenie dolnego jak 1 gornego
odcinka uktadu moczowego moze przebiegac, jako niepowiktane ZUM [47].

Powiktane ZUM. Kazda infekcja drog moczowych, powinna by¢ traktowana,
jako potencjalnie powiktana, do czasu wykluczenia czynnikow predysponujacych do
rozwoju, przewlekania i nawracania ZUM [48]. Powiktane (wtérne) ZUM rozwija si¢
najczesciej u pacjentow z anatomicznymi lub czynnos$ciowymi dysfunkcjami uktadu
moczowego. Diagnozowane jest, gdy obecnosci znamiennej bakteriurii towarzyszy

dodatkowo, co najmniej jeden z ponizej wymienionych czynnikow:
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zmiany anatomiczne i/lub zaburzenia czynnosciowe w ukladzie moczowym;
. pte¢ meska;

starszy wiek;

. Stan po transplantacji nerki;

obecnos¢ ciata obcego w drogach moczowych;

opornos$¢ na antybiotyki drobnoustroju wywotujacego ZUM;
niewydolnos¢ nerek;

. nawracajace ZUM;

wcezesniejsza instrumentacja uktadu moczowo — ptciowego;
objawy ZUM utrzymujace si¢ dtuzej niz 14 dni;

cigza,

choroby wspotistniejace;

. antybiotykoterapia w okresie ostatnich trzech miesigcy;

obnizona odpornos¢ [47,49].

Nawracajgce ZUM. Nawracajace ZUM jest czestg przypadtoscia mtodych,

aktywnie seksualnych kobiet. Infekcjg nawracajaca, okresla si¢ wystgpienie ZUM, co
najmniej 2 razy w roku u plci zenskiej powyzej 5 roku zycia [50]. Jezeli ponowne
pojawienie si¢ objawow ostrych wystgpito do trzech tygodni po zakonczonej
antybiotykoterapii, wtedy ZUM definiowane jest, jako nawrot. Przyczyna wystapienia
nawrotu jest niewlasciwe leczenie przeciwdrobnoustrojowe, a objawy kliniczne sg
konsekwencja kolonizacji drog moczowych przez nieskutecznie wyeliminowany
patogen. Wystapienie objawow ostrych po uptywie trzech tygodni od zakonczonego
leczenia przeciwdrobnoustrojowego definiowane jest, jako reinfekcja (ponowne
ZUM). Jej przyczyng jest ponowne zakazenie innym, lub tym samym patogenem

wywotujagcym wczesniejsze objawy infekcji drog moczowych. Szacuje sig, ze
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nawracajagce ZUM wystepuje u ok. 20 % pacjentek po pierwszym epizodzie
niepowikltanego ZUM [51].

Przewleklte ZUM. Do przewlektych schorzen uktadu moczowego zalicza sig¢
przewlekte zapalenie pgcherza oraz przewlekte OZN. Podstawa do zdiagnozowania
przewleklego zapalenia pgcherza sg utrzymujace si¢ dluzej niz 2 tygodnie objawy
infekcji pecherza lub nawroty tej infekcji, wystepujace co najmniej 2 razy w miesigcu
W poélrocznym okresie czasu. Przewlekle OZN rozwija si¢ w konsekwencji
bakteryjnego zakazenia narzadu i jest procesem postepujacym mimo skutecznej
eradykacji drobnoustroju. Stan zapalny w nerce, przez zajecie migzszu i cewek
nerkowych, uposledza prace nerki wptywajac m.in. na funkcj¢ zageszczania moczu
przez uszkodzenie mechanizmu wzmacniacza przeciwpragdowego. Wydalanie jego
zwigkszonej ilosci jest pierwszym niepokojagcym pacjentdéw objawem choroby, ktora
az w 25 % prowadzi do przewleklej niewydolno$ci nerek. Zaréwno przewlekle
zapalenie pecherza, jak i przewlekle OZN moga by¢ poprzedzone wystapieniem
objawow ostrych, lub tez od poczatku rozwijaé si¢ podstepnie, jako zapalenia
przewlekle [52]. W patogenezie przewleklego zapalenia pgcherza oraz nawracajacych
epizodow ZUM coraz czestszg uwage poswigca si¢ roli biofilmu. Biofilm to
wielokomoérkowa struktura utworzona przez mikrokolonie bakterii zarowno Gram —
ujemnych i Gram — dodatnich, otoczonych warstwg trojwymiarowej macierzy — EPS.
Macierz ta budujg polisacharydy, biatka, kwasy nukleinowe 1 zaggszczone metabolity
drobnoustrojow, dzigki ktorym mozliwy jest rozwdj mikroorganizméw i ochrona
przed mechanizmami obronnymi gospodarza oraz lekami. Biofilm utrudnia
antybiotykom penetracjie w glagb trojwymiarowe] struktury uniemozliwiajac
oddziatywanie na zlokalizowane w nim komorki. Stanowi, wigc przyjazne i stabilne

srodowisko zycia ulatwiajace kontakt i wzajemne interakcje bakterii oraz dodatkowo
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umozliwia przetrwanie w niesprzyjajacych warunkach [53]. Do powstawania biofilmu
przyczyniaja si¢ niekorzystne dla zycia bakterii zmiany w $rodowisku. Wsrdéd nich
wymienia si¢: zmniejszenie dostepnosci sktadnikow odzywczych, spadek Iub wzrost
temperatury, zmiana pH $rodowiska, zwigkszenie stezenia reaktywnych form tlenu,
dziatanie $rodkéw dezynfekcyjnych czy antybiotykow [54]. Powstawanie biofilmu
bakteryjnego jest czynnikiem pogarszajacym rokowania, skutkujacym wydluzeniem
czasu potrzebnego do eradykacji zakazenia. Utrudniona lub niemozliwa penetracja
antybiotykow do kolejnych warstw trojwymiarowej macierzy, w znacznym stopniu
komplikuje proces leczenia wielu schorzen, w tym zapalenia pecherza. Badania
wykazatly, ze komorki mikroorganizmow stanowiagce cze¢$¢ biofilmu sg ok. 1000 razy
bardziej oporne na dzialanie zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, niz formy
planktoniczne [55]. Ze wzglgdu na ten fakt, leczenie przewlektego zapalenia pecherza
poza standardowo =zalecang antybiotykoterapiag doustng, wigze si¢ czasami z

konieczno$cig zastosowania leczenia dopecherzowego.

Urosepsa. Najgrozniejsza dla zycia 1 zdrowia pacjenta postacig ZUM jest
posocznica moczopochodna — urosepsa. Do jej rozwinigcia dochodzi z powodu
przedostania si¢ do krwioobiegu bakterii kolonizujacych uklad rozrodczy i drogi
moczowe. Moze by¢ konsekwencja zarowno niepowiktanej jak i powiktanej infekcji,
dolnego lub gbérnego odcinka uktadu moczowego [56]. Do czynnikoéw
predysponujacych  do  rozwinigcia  posocznicy  moczopochodnej  naleza:
nieprawidlowo$ci anatomiczne uktadu moczowego, starszy wiek, stan po
transplantacji ~ nerki,  AIDS, leczenie  immunosupresyjne i terapia
przeciwnowotworowa.  Ryzyko zachorowania zwielokrotnia si¢ w przypadku
pacjentow hospitalizowanych, cewnikowanych dlugoterminowo, z ZUM, ktorego

czynnikiem etiologicznym jest szczep lekooporny [57,58]. W 50 % przypadkoéw
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izolowanym z krwi i moczu czynnikiem etiologicznym jest pateczka okr¢znicy.

Smiertelno$é w grupie pacjentdw z rozpoznana urosepsa wynosi ~ 40 % [59].
1.3.1 Odmiedniczkowe zapalenie nerek

Etiopatogeneza OZN. OZN rozwija si¢ w konsekwencji bakteryjnego
niepowiktanego lub powiktanego zakazenia dolnego odcinka uktadu moczowego.
Grupg o najwyzszym odsetku zachorowalnosci sg kobiety miedzy 15 a 29 rokiem
zycia, nastepnie niemowleta i osoby starsze. W ponad 80 % przypadkow czynnikiem
etiologicznym izolowanym z moczu pacjentow jest paleczka okreznicy [60].
Czynnikami ryzyka predysponujacymi do zachorowania na OZN jest cigza, wzmozona
aktywno$¢ seksualna, przebyte w ciggu ostatniego roku ZUM, cukrzyca, wysitkowe
nietrzymanie moczu, korzystanie ze $srodkow plemnikobdjczych, ale takze zakazenia
drog moczowych w historii choréb matki pacjentki [61]. Ostra posta¢ choroby,
zajmujac jedng lub obie nerki, moze manifestowac si¢ bolami w okolicy ledzwiowej,
objawami ze strony przewodu pokarmowego, temperaturg i1 dolegliwosciami
dysurycznymi. W 30 — 50 % przypadkow ostrego zapalenia pecherza, ostre OZN
przebiega subklinicznie, pozostajac niezdiagnozowane [1]. W przeciwienstwie do
niepowiklanego, powiktane ostre OZN charakteryzuje si¢ szerszym spektrum
objawow klinicznych i zwickszonym ryzykiem wystapienia komplikacji, takich jak
ropnie nerki [62]. Przewlekle OZN zazwyczaj przebiega bezobjawowo lub
skapoobjawowo prowadzac do nieodwracalnego uszkodzenia 1 przewleklej

niewydolnosci nerek — PNN.

Patomorfologicznie ostre bakteryjne OZN klasyfikowane jest jako ostre
cewkowo — $rodmigzszowe zapalenie nerek — CSZN. Charakteryzuje sie gwattownym
pogorszeniem funkcji narzadu, spowodowanym naciekiem zapalnym — gléwnie

granulocytarnym — w obrgbie $rodmigzszu i cewek nerkowych [63]. Strukture
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srodmigzszowa nerek buduja komoérki typu I, Il oraz makrofagi i komorki
dendrytyczne. Komorki te odpowiadaja za syntez¢ 1 rozklad macierzy
pozakomorkowej, oraz produkcje erytropoetyny i prostaglandyn. Podtrzymujg one
struktury nefronu, odpowiadaja za fagocytoze i prezentacj¢ antygenu komorkom
uktadu odpornos$ciowego, stanowig droge transportu elektrolitow. Lacznie — cewki
nerkowe 1 cze$¢ srodmigzszowa zajmuja okoto 80 % objetosci narzadu i okreslane sa
czynno$ciowo, jako przedziat cewkowo — srodmigzszowy [64]. OZN w poczatkowym
etapie choroby ogranicza si¢ jedynie do cewek i komorek srodmigzszowych, nie
obejmujgc przy tym naczyn krwionosnych ani kigbuszkow nerkowych. Reakcja
immunologiczna ma charakter komorkowy, z wydzielaniem przez granulocyty,
limfocyty, makrofagi i plazmocyty cytokin prozapalnych. Zapalenie okresla si¢
mianem ropnego z wystgpowaniem zmian w korze i pasmowatych
miedzykanalikowych naciekow zapalnych w piramidach. Etapem koncowym zmian

zachodzacych w narzadzie jest ostre uszkodzenie nerek — OUN [65].

Ostre CSZN w 70 % przypadkow jest konsekwencja reakcji nadwrazliwosci na
leki. Moze rozwing¢ si¢ rowniez w wyniku zakazenia dolnego odcinka uktadu
moczowego, uogodlnionej infekcji bakteryjnej, wirusowej, pierwotniakowej, chorob
immunologicznych oraz chordb klebuszkow nerkowych. Niekiedy nie mozna ustali¢
przyczyny jego wystapienia [66]. U ~ 60 % pacjentow ostra posta¢ choroby jest
catkowicie odwracalna, czesto ogranicza si¢ jedynie do monitorowania stanu chorego
lub wprowadzenia leczenia nerkozastepczego. W 40 % wszystkich przypadkow CSZN

ostra postac¢ choroby przechodzi w stadium przewlekte, prowadzac do PNN [67,68].

Modele doswiadczalne OZN. W modelach doswiadczalnego OZN,
wykorzystuje si¢ zarowno wstepujaca jak 1 krwiopochodng droge rozwoju zakazenia.

Procedury majace na celu wywotanie choroby polegajg na:
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a. indukcji wstepujacego ZUM przez przezcewkowy wlew czynnika etiologicznego

[69,70];

b. dopecherzowym (przez odstonigcie powlok brzusznych) podaniu czynnika

etiologicznego [71,72];
c. wprowadzeniu czynnika etiologicznego bezposrednio do migzszu nerki [73-75];
d. dozylnym podaniu patogenu [76,77].

Model wstepujacego ZUM, polegajacy na przezcewkowym wlewie patogenu
(a.) najdoktadniej odzwierciedla patogenez¢ OZN wystepujacego u ludzi. Procedura
poza znieczuleniem ogranicza si¢ do cewnikowania drog moczowych, przez co
minimalizuje mozliwo$¢ pojawienia si¢ komplikacji. Niska inwazyjno$¢ zabiegu i
brak konieczno$ci naruszenia struktury narzadu, eliminuje ryzyko wystapienia
powiktan. W poréwnaniu do powyzszego modelu, dopecherzowa iniekcja czynnika
etiologicznego (b.) obarczona jest wigkszym ryzykiem komplikacji. Wymagajaca
odstonigcia powlok brzusznych procedura, moze skutkowaé¢ zakazeniem rany
pooperacyjnej, zaklocajac okres rekonwalescencji i zaburzajac obraz choroby. Z
ryzykiem wystapienia najpowazniejszych powiktan w postaci krwiakow, krwawienia z
uktadu moczowego, uszkodzenia innych narzagdow oraz powstania przetoki tetniczo —
zylnej w nerce zwigzany jest model, w ktorym rozwdj OZN jest wynikiem
wprowadzenia patogenu wprost do migzszu nerki (c.). W kolejnym modelu, dozylne
podanie patogenu (d.) powoduje rozwoj zakazenia ogoOlnoustrojowego — Sepsy,
ktorego OZN jest konsekwencja. Model ten, w przeciwienstwie do wywotujacych
izolowane OZN (a, b, ¢) daje mozliwo$¢ monitorowania przebiegu choroby, bedacej

wynikiem zakazenia drogg krwiopochodna.
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1.4 Ostre uszkodzenie nerek — OUN

Etiopatogeneza OUN. Ostre uszkodzenie nerek — OUN to zespot kliniczny
gwaltownego upos$ledzenia funkcji nerek objawiajacy si¢ wzrostem stezenia
kreatyniny w surowicy i zaburzeniami diurezy, klasyfikowany na podstawie kryteriow
KDIGO. Moze rozwingé si¢ w konsekwencji choroby nerek o rdéznej etiologii, by¢
skutkiem zmniejszenia perfuzji narzadu wywolanej spadkiem objetosci krwi krazacej,
uszkodzenia toksycznego lub utrudnionego odptywu moczu.

Czynnikami ryzyka predysponujacymi do rozwoju tego schorzenia jest
podeszly wiek, cukrzyca, przewlekla choroba nerek, sepsa, niewydolnos¢ krazenia,
zabiegi operacyjne oraz spozywanie substancji nefrotoksycznych. Ze wzgledu na
starzenie si¢ populacji, przedtuzenie zycia osob przewlekle chorych i zwigkszenie
wykrywalnosci, z roku na rok odnotowuje si¢ coraz wigcej pacjentow z OUN. Dane z
2010 roku pokazuja, ze na terenie Stanow Zjednoczonych rocznie diagnozuje si¢ ok.
600 tys. przypadkow OUN [78]. Najczesciej OUN rozpoznaje si¢ u pacjentow po
zabiegach kardiochirurgicznych, przebywajacych na oddziatach intensywnej opieki
medycznej (8 — 42 % pacjentow OIOM), oraz u pacjentéw po podaniu radiologicznego
srodka cieniujgcego [79].

Podstawa do zdiagnozowania OUN jest spetnienie, co najmniej jednego z
ponizszych kryteriow rozpoznania [80]:

a) wzrost stezenia kreatyniny w surowicy > 0,3mg/dl (26,5 umol/l) w czasie 48h;

b) 1,5 - krotny wzrost st¢zenia kreatyniny w surowicy w przeciggu 7 dni;

c) diureza mniejsza niz 0,5ml moczu/kg masy ciata’h monitorowany przez 6h.
Stopien zaawansowania OUN w skali trojstopniowej, okresla si¢ na podstawie wzrostu
poziomu kreatyniny w surowicy krwi do wartosci wyjsciowej 1 wielkosci diurezy.

Wyzszy stopien zaawansowania wigze si¢ z gorszym rokowaniem (1 stopien —

27



$miertelnos¢ 10 %, 3 stopien — $miertelno$¢ 50 %), zmniejszeniem
prawdopodobienstwa powrotu funkcji nerek do stanu z przed OUN (15 % chorych po
OUN wymaga dializoterapii), oraz zwigkszonym ryzykiem rozwoju PNN (50 %
pacjentow, ktorzy przezyli OUN rozwija PNN) [81].

W zaleznosci od czynnika etiologicznego, wyrdznia si¢ trzy postacie kliniczne
OUN: przednerkowa (~ 80 % przypadkoéw), nerkowag oraz zanerkowa (w sumie
~ 20 % przypadkow). Niezaleznie od postaci, przebieg OUN wyglada nast¢pujaco:
a) etap wstepny, trwajacy minuty lub godziny, to czas od momentu zadziatania

czynnika uszkadzajacego nerk¢ do momentu wystgpienia uszkodzenia;

b) etap wzrostu kreatyninemii, bezmoczu lub skapomoczu trwa od 10 do 14 dni;
c) etap wielomoczu i regeneracji nerek trwa od kilku dni do kilku tygodni;
d) etap zdrowienia trwa kilka miesigcy.
Objawy kliniczne OUN zalezg od przyczyny wystgpienia uszkodzenia i chorob
towarzyszacych. OUN moze przebiegac z prawidlowa diureza, mie¢ cigzki, tagodny a
nawet bezobjawowy przebieg [82].

W przednerkowej postaci OUN, spadek GFR i wzrost kreatyniny w surowicy
w glownej mierze sg konsekwencja zmniejszonej perfuzji narzadu. Bezmocz lub
skapomocz, bedace objawami OUN, wynikaja z uruchomienia fizjologicznych
mechanizméw zapobiegajacych utracie wody i soli z organizmu [83]. W przypadku
utrudnionego odptywu moczu za zwigkszony poziom kreatyniny i1 zaburzenia diurezy
odpowiada wewnatrzcewkowy wzrost cisnienia. Jest on przyczyng obkurczenia
naczyn nerkowych i spadku GFR. Uszkodzenie narzadu poglebiajg dodatkowo

produkowane przez komorki stanu zapalnego cytokiny 1 wolne rodniki [84].
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W konsekwencji braku usunigcia przyczyny i przedluzajacej si¢ przednerkowej
lub zanerkowej postaci choroby dochodzi do rozwinigcia nerkowej komponenty
OUN [85].

OUN jako konsekwencja ZUM. Do nerkowych przyczyn wystapienia OUN
zalicza si¢ m.in. choroby cewkowo — srédmigzszowe, w tym OZN bedace najczesciej
konsekwencja zakazenia bakteryjnego. W przebiegu OZN ryzyko wystgpienia OUN u
pacjenta zwigksza si¢ w przypadku powiklanego przebiegu zakazenia, glownie
spowodowanego anomaliami anatomicznymi uktadu moczowego, dtugoterminowym
cewnikowaniem, immunosupresjg, cigzg, oraz brakiem jednej nerki [86, 87]. Dane
pokazujg, ze OUN rozwija ~ 2 — 3 % dorostych pacjentow z powiktanym OZN [88].

W OUN wynikajacym z zakazenia goérnego odcinka uktadu moczowego,
mechanizm prowadzacy do wzrostu kreatyniny i zaburzenia diurezy polega na
ograniczeniu przeptywu krwi przez nerk¢ pod wptywem cytokin prozapalnych,
produkowanych przez nagromadzone w miejscu zapalenia komodrki uktadu
biatlokrwinkowego. Cytokiny dzialajac  naczynioobkurczajagco na  tegtniczke
doprowadzajaca lub naczyniorozszerzajaco na tetniczke odprowadzajacg kiebuszka
nerkowego powodujg spadek cisnienia filtracyjnego. Spadek GFR jest przyczyna
zmian w obrgbie cewek, polegajacych na rozpadzie aktynowego cytoszkieletu
nabtonka, rozluznienia polaczen miedzykomorkowych, zaburzenia funkcji integryn
oraz ztluszczania nabtonka do $wiatta cewek [89, 90]. Przez uszkodzone blony cewek
nasila si¢ wchtanianie zwrotne moczu pierwotnego (moczenie si¢ nerki do nerki),
wzmagajac obrzek tkanki $rodmigzszowej. Konsekwencja zatkania cewek przez
wateczki powstate z uromoduliny 1 komorki zluszczonego nablonka jest wzrost
ci$nienia hydrostatycznego wewnatrz cewek. Uposledza on przesaczanie kiebuszkowe,

ktore dodatkowo ograniczone jest przez zmiany wsteczne W obrebie miocytow i
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srodbtonka naczyn krwionos$nych. Niedokrwienie narzadu nasila si¢ takze ze wzgledu
na przewage produkcji zwigzkow tkankowych o dzialaniu wazopresyjnym (endotelina,
tromboksany) nad wazodylatacyjnym (NO, prostacyklina) [91]. Do regeneracji
komorek nabtonkowych cewek dochodzi w ostatnim etapie OUN, w ktorym miejsca
po ztuszczonym nabtonku zastgpowane sg komorkami réznicujacymi si¢ z komoérek
macierzystych pnia [92]. Proces odbudowy tkanek jest dlugotrwaty. Moze prowadzi¢
do catkowitego powrotu funkcji nerki do stanu z przed uszkodzenia, jednak prawie w
polowie przypadkéw OUN jest przyczyng trwatego uposledzenia funkcji narzadu.
1.5 Laboratoryjna ocena czynnosci nerek

Ocena wydolnosci nerek zajetych procesem chorobowym opiera si¢ na analizie
laboratoryjnej parametrow moczu i krwi, diagnostyce obrazowej oraz badaniu
materialu biopsyjnego. Badania pozwalaja okresli¢ stopien uszkodzenia narzadu, oraz
stuzg monitorowaniu leczenia. Analizy laboratoryjne stosowane w diagnostyce funkcji
nerek polegaja na: pomiarze W SUrOWiCy i moczu stezen substancji wydalanych przez
nerki, badaniach czynno$ciowych nerek, oraz fizyko — chemicznym i morfologicznym
badaniu moczu. W schorzeniach uktadu moczowego, znajomos¢ zaleznosci pomigdzy
poszczegdlnymi parametrami ww. analiz, jest kluczowym elementem stuzacym
postawieniu prawidtowej diagnozy. Peten obraz funkcji nerek daje zestawienie
wynikow ogdlnego 1 specjalistycznego badania moczu wraz z wynikami badan krwi,
badan obrazowych 1 histopatologicznych.

1.5.1 Ogélne, specjalistyczne i mikrobiologiczne badanie moczu

Badanie ogélne moczu. Badanie ogdélne moczu jest jedng z najczegsciej
wykonywanych analiz laboratoryjnych. Przemawia za tym tatwo$¢ pozyskania
materiatu do badania, diagnostyczne znaczenie wynikoéw i niewielki koszt ustugi. W

diagnostyce chorob nerek i drog moczowych badanie ogdlne moczu jest badaniem
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przesiewowym, pozwalajacym na wykrycie patologii jeszcze w  okresie
bezobjawowym. Stuzy okresleniu fizyko — chemicznych wiasciwosci moczu (badanie
metoda paskowa) i identyfikacji znajdujacych si¢ w nim elementow morfotycznych
(badanie mikroskopowe). Wykonuje si¢ go gtownie w laboratoriach medycznych w
pracowni analitycznej, ale takze na OIOM — ach jako badanie POCT. Po odpowiednim
poinstruowaniu, badanie moczu po czeSci moze zosta¢ wykonane samodzielnie w
domu pacjenta.

Poranng probke moczu do analizy ogodlnej pozyskuje si¢ gtownie w trakcie
mikcji, oraz zabiegow: cewnikowania lub przez naktucie nadtonowe. Analiza odbywa
si¢ przy uzyciu wieloparametrowych testow paskowych, wykrywajacych jednoczesnie
albuming, azotyny, bilirubine, ciata ketonowe, ci¢zar wlasciwy, erytrocyty, glukoze
leukocyty, pH, urobilinogen, ale takze kwas askorbinowy. Reakcja chemiczna
odczynnikow umieszczonych na pasku testowym ze zwigzkami zawartymi w moczu,
prowadzi do zmiany zabarwienia pola testowego. Wyniki otrzymuje si¢ przez
odczytanie za posrednictwem analizatora lub wzroku, zmiany zabarwienia poél
reakcyjnych. Mikroskopowe badanie osadu, polegajace na policzeniu w kilku polach
widzenia elementow morfotycznych moczu (krwinek biatych, czerwonych, komoérek
nabtonkowych, wateczkow, Sluzu, bakterii, krysztatow) jest kolejnym etapem analizy.
Wyniki tego badania pozwalaja ustali¢ pochodzenie erytrocytow i komorek
nabtonkowych, oraz przed wykonaniem badania mikrobiologicznego blizej okresli¢
przyczyne infekcji (bakterie, grzyby, pierwotniaki) [93,94]. Wyniki badania ogdlnego
moczu daja podstawe do postawienia wstepnej diagnozy chordb nerek, chordb
uwarunkowanych genetycznie (specyficzny zapach), chorob metabolicznych w tym

takze cukrzycy. Wyniki nieprawidlowe kwalifikuja pacjenta do wykonania badan
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specjalistycznych, przeprowadzanych gléwnie w oparciu o dobowa zbioérke moczu i
biochemiczng analiz¢ jego zawartoSci.

Specjalistyczne badanie moczu. Specjalistyczne badania moczu polegaja na
analizie jakosciowej, stuzacej stwierdzeniu obecnos$ci danej substancji w moczu, lub
analizie ilosciowej, czyli pomiarze stgzenia substancji czy tez wydalania dobowego.
Badania te, wykonywane sg W automatycznych analizatorach, wylacznie w
laboratorium  medycznym w  wyspecjalizowanych  pracowniach  biochemii,
toksykologii i immunochemii. Do grupy badan specjalistycznych zalicza si¢: pomiar
GFR, wydalanie dobowe elektrolitow, zwigzkéw azotu, albuminy, bialek
specyficznych moczu, hormonéw, lekow, srodkow narkotycznych, toksyn i zwigzkow
powstatych w wyniku wrodzonych zaburzen metabolicznych. Prawidlowo
przeprowadzona dobowa zbidorka moczu, w ktoérej porcja moczu porannego jest
odrzucona, a kazda nastgpna wraz z ostatnig porcjg przypadajaca na 24 — ta godzing
trwania zbiorki oddana jest do pojemnika, to klucz do uzyskania wiarygodnych
wynikow wWw. badan [95].

W ocenie sprawnosci filtracyjnej nerek, produkty metabolizmu azotowego —
kreatynina, mocznik, kwas moczowy — sg parametrami nalezagcymi do grupy
najczesciej analizowanych w dobowej zbidrce moczu. Znajomos¢ stezenia kreatyniny
W moczu i surowicy, oraz ilosci moczu wydalonego w ciggu doby pozwala na
wyliczenie Kklirensu tej substancji, czyli ilosci osocza oczyszczanego przez nerki z
kreatyniny w jednostce czasu. Za istotnym w klinice znaczeniem tego parametru
przemawia fakt, ze jest on miarg GFR, a jego spadek zawsze $wiadczy o malejacej
liczbie czynnych nefronéw i spadku wydolnosci narzadu. Analize wydalania kwasu
moczowego wykonuje si¢ m.in. w celu wykrycia i monitorowania przebiegu OUN.

Towarzyszacy temu schorzeniu spadek GFR, skutkuje wzrostem stezenia kwasu
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moczowego W surowicy i zmniejszeniem wydalania z moczem. Prowadzi to do
krystalizacji kwasu w nerce 1 niedroznosci kanalikow nerkowych. Proces ten
powoduje zaostrzenie miejscowego stanu zapalnego i pogorszenie funkcji narzadu. Ze
wzgledu na te wlasciwosci, kwas moczowy jest markerem wykrywania i oceny
rozwoju OUN. Analiza wydalania mocznika stuzy m.in. réznicowaniu przyczyn OUN,
oraz ustalenia pochodzenia azotemii (stosunek stezenia mocznika wydalanego z
moczem do stezenia w surowicy) [96].

Do réwnie waznych i czgsto wykonywanych badan specjalistycznych,
oceniajacych integralnos¢ i funkcje filtracyjng nerek, nalezy pomiar ilo$ci biatka
wydalanego z moczem. Fizjologicznie, biatko — gléwnie albumina i uromodulina —
wydalane jest w ilosci nieprzekraczajacej 150 mg/24h. Taka ilo$¢ bialka jest
niewykrywalna rutynowsg, paskowa metodg badania moczu. Pozytywny wynik testu
paskowego uzyskuje si¢ dopiero przy utracie albuminy powyzej 200mg/l. Mniejsze
ilosci biatka w moczu (mikroalbuminuria) — §wiadczace o wczesnym stadium choroby
nerek (nefropatii cukrzycowej, nadci$nieniowej) — wykrywa si¢ jedynie przy uzyciu
automatycznych analizatorow 1 metod immunochemicznych [97]. Wzrost stgzen
pewnych specyficznych bialek w moczu moze $wiadczy¢ nie tylko o utracie
integralnos$ci struktur nerek, ale takze o procesie 0strego uszkodzenia narzadu. NGAL,
KIM-1, oraz CYR61 to biatka okreslane mianem markerow OUN. Analiza ich
wydalania z moczem ma stuzy¢ wczesnemu wykrywaniu, ocenie intensywnoS$ci
przebiegu i rokowania np. u pacjentow na OIOM — ach obarczonych najwigkszym
ryzykiem wystgpienia tego schorzenia [98]. Przyczyng i miejsce ucieczki biatek do
moczu, ustali¢ mozna przez =zastosowanie techniki elektroforezy 1 oceng
selektywnos$ci. Na podstawie frakcji biatek uzyskanych w rozdziale, stwierdza si¢ czy

utrata nast¢puje przez uszkodzong btong filtracyjng klebuszkow nerkowych (frakcja
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albuminy, transferyny i gamma-globulin), cewki (frakcja al- i 32-mikroglobuliny),
czy tez obecno$¢ bialek w moczu jest skutkiem rozrostu nowotworowego (frakcja
tancuchow lekkich gamma-globulin) [99].

Zajegcie nerek przez proces chorobowy wigze si¢ z rozregulowaniem
mechanizmow odpowiedzialnych za wlasciwy poziom elektrolitow. Sytuacja ta
zmusza do kontroli poziomu elektrolitbw w surowicy, ale takze w moczu. Nerki sg
najwazniejszym narzgdem regulujacym gospodarke sodowo — potasowa organizmu. W
przypadku ich dysfunkcji obserwuje si¢ dyselektrolitemie (m.in. hiperkaliemia,
hiponatremia), spowodowang zmniejszonym wydalaniem potasu oraz utratg sodu z
moczem.

Badanie mikrobiologiczne moczu. Badanie mikrobiologiczne moczu jest
nieodzownym elementem diagnostyki i leczenia ZUM, wykonywanym réwniez W celu
ustalenia infekcyjnego czynnika OUN. Pozwala na wyizolowanie patogenu
odpowiedzialnego za stan zapalny drég moczowych, oraz oszacowanie liczebnosci
bakterii w mililitrze moczu — kryterium rozpoznania ZUM. Na podstawie wyniku
zawierajgcego Opis gatunku patogenu i antybiogramu, mozliwe jest wdrozenie
wlasciwego leczenia, minimalizujagcego niepowodzenie terapii. Wiarygodno$¢
wynikow zwigksza si¢ przy wlasciwym pobraniu probki, polegajacym na pozyskaniu
moczu ze $rodkowego Strumienia po wczesniejszym oczyszczeniu okolic cewki
MOoCzoweyj.

Wykonanie badania polega na wysianiu moczu na ptytke z krwig baranig, do
izolacji drobnoustrojow o r6znych wymaganiach wzrostowych oraz ptytke z podtozem
Mac Conkey’a, przeznaczong do wzrostu pateczek Enterobacteriaceae. Plytki te,
umieszcza si¢ w warunkach tlenowych w temperaturze zapewniajacej wzrost

drobnoustrojow, nastepnie identyfikuje si¢ oraz zlicza kolonie bakterii, ktore wyrosty
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na odpowiednich poditozach wzrostowych. W celu szczegotowej identyfikacji
drobnoustrojéw, poza wzrokowa oceng plytek, stosuje si¢ rowniez testy biochemiczne
oraz barwienia mikroskopowe. Po wyizolowaniu i identyfikacji czynnika
etiologicznego ZUM, w kolejnym etapie badania okresla si¢ jego wrazliwos¢ na
antybiotyki, najczgéciej wykorzystujac metode testu krazkowego. Polega ona na
pomiarze obszaru zahamowania wzrostu bakterii wokoét krazka lub paska nasgczonego
antybiotykiem, na ptytce z wysiang okreslong iloscig wyizolowanych uprzednio
bakterii. Na podstawie wielko$ci tej strefy okresla si¢ wrazliwo$¢ lub opornosé
wyizolowanego patogenu na antybiotyki [100]. W ZUM zastosowanie terapii
celowanej dobranej na podstawie wyniku antybiogramu zwigksza szans¢ powodzenia
leczenia, minimalizuje ryzyko reinfekcji i wystapienie powiktan.

1.5.2 Badania biochemiczne krwi

Waznym elementem laboratoryjnej oceny funkcji nerek jest biochemiczna
analiza surowicy, polegajaca przede wszystkim na pomiarze stgzen substancji
wydalanych w gltowne] mierze przez nerki. Adekwatnie do DZM, w surowicy
najczesciej oznaczanymi parametrami sg produkty metabolizmu azotowego, elektrolity
oraz biatko. Uzyskanie pelnego obrazu stanu narzadu mozliwe jest tylko wtedy, gdy
analiza moczu zestawiona zostaje z wynikami analiz krwi. Znajomos¢ stezen
substancji w surowicy i w moczu pozwala dodatkowo na obliczenie szeregu
parametréw, stuzacych m.in. okresleniu przyczyn niewydolno$ci narzadu.

Produkty metabolizmu azotowego. W diagnostyce laboratoryjnej chorob nerek
zastosowanie znalazta analiza stezen produktow metabolizmu azotowego.
Za uzyteczno$cig tych zwigzkow, przemawia fakt, ze eliminowane sg z organizmu

gtownie przez nerki (~ 100 % kreatynina, ~ 90 % mocznik, ~ 70 % kwas moczowy),
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oraz wzrost stezenia tych substancji w surowicy, przy réwnoczesnym zmniejszeniu
wydalania z moczem $wiadczy o uposledzeniu funkcji filtracyjnej narzadu.

Oznaczenie kreatyniny w surowicy Kkrwi, przy rownoczesnym pomiarze
wydalania kreatyniny z moczem jest podstawa obliczenia najistotniejszego parametru
funkcji nerek — GFR. Ze wzgledu na to, ze kreatynina wydzielana jest z organizmu
tylko droga nerek, a jej stezenie we krwi ujemnie koreluje z wielkoscig GFR,
uznawana jest za marker filtracyjnej funkcji narzadu.  Istnieja wzory, za
posrednictwem ktorych mozliwe jest wyliczenie warto$ci GFR tylko w oparciu o
stezenie kreatyniny w surowicy (wzoér Cockrofta — Gaulta, MDRD). Powinny one
stuzy¢ jedynie wykonaniu badan przesiewowych, gdyz staja si¢ nieuzyteczne np. w
OUN, u pacjentow z bezmoczem, dzieci, lub gdy Clkr jest mniejszy niz 10ml/min
[101]. Pomiar stezenia kreatyniny w surowicy jest waznym elementem diagnostyki,
takze ze wzgledu na obecnos$¢ tego parametru w wielu wzorach majacych na celu
okreslenie postaci klinicznej OUN (FENa, FEK, FEUrea, RFI, wspotczynnikow:
Kreau/Kreap, Ureap/Kreap). Oznaczenie stezenia mocznika w surowicy stuzy podobnie
jak oznaczenie kreatyniny roznicowaniu przyczyn azotemii w OUN, ale takze
wskazaniem do badania jest ocena nasilenia toksemii mocznicowej u pacjentow z
niewydolnoscig nerek 1 u chorych dializowanych. Wzrost stezenia tych metabolitow w
surowicy wystepuje dopiero wowczas, gdy dojdzie do znacznej utraty czynnych
nefron6w, a GFR obnizy si¢ o potowg [102].

U pacjentow z uposledzong funkcjg filtracyjng nerek, poza wzrostem
kreatyniny 1 mocznika w surowicy, dochodzi do zwigkszenia stezenia kwasu
moczowego. Hiperurykemia prowadzi do uszkodzenia $rodbtonka, spadku produkcji
NO, zwigkszenia cisnienia w kiebuszku nerkowym, a w konsekwencji do jego

przerostu 1 szkliwienia. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci, kwas moczowy nalezy do
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istotnych parametrow diagnostyki funkcji nerek, oraz jest markerem ostrego
uszkodzenia narzadu. Podniesienie jego poziomu moze S$wiadczyé o procesie
chorobowym nerki, ale takze jest czynnikiem inicjujacym produkcje prozapalnych
cytokin, wywotujacych progresj¢ juz obecnej nefropatii [103].

Elektrolity. W nerce objetej procesem zapalnym za uposledzony transport
jonow odpowiedzialne sa mediatory stanu zapalnego. Zaburzenia -elektrolitowe
wynikaja z redukujacego wptywu IL-1 i PGE2 na aktywno$¢ Na-K-ATPazy, oraz
wplywu prostaglandyn na hemodynamike narzadu [104-106]. Dyselektrolitemia w
przebiegu choréb nerek moze prowadzi¢ do szeregu powiktan, m.in. zaburzen rytmu
serca, a takze porazennej niedroznosci jelit. Hiperkaliemia jest najczg$ciej wystepujaca
przyczyna zgonéw w przebiegu OUN, dlatego tez takie parametry jak potas i sod sa
monitorowane na biezgco w przebiegu tego stanu chorobowego, ale takze w przebiegu
choréb nerek o odmiennej etiologii [82].

Biatko. Bialko catkowite 1 albumina naleza do grupy regularnie
monitorowanych parametréw u pacjentdw z chorobami nerek. Albumina jest biatkiem
wydalanym w najwigkszym stopniu przez nerki objete procesem chorobowym. Jej
funkcja w organizmie polega na utrzymaniu prawidtowego ci$nienia onkotycznego 1
transporcie szeregu substancji. Zmniejszenie poziomu tego biatka w surowicy do
wartosci ponizej 20g/L jest stanem zagrazajacym zyciu w skutek glebokiej
hipowolemii. Z tego tez powodu, oznaczenie poziomu albuminy nie tylko w moczu,
ale i w surowicy jest istotnym elementem diagnostyki i znalazto zastosowanie w
laboratoryjnej ocenie funkcji nerek. Nerkowe zespoty utraty bialka prowadzace do
obnizenia poziomu biatka calkowitego to przede wszystkim zespdl nerczycowy,
prawie w 80 % przypadkow wywotany KZN, nefropatia cukrzycowa, nefropatia

toczniowa oraz amyloidoza nerek [107].
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Markery ostrego uszkodzenia nerek. Rutynowo wykonywanym oznaczeniem
w laboratorium medycznym, ktére daje klinicy$cie podstawe do rozpoznania OUN
wedhug kryteriow KDIGO jest pomiar stezenia kreatyniny. Zazwyczaj uzupeklniony
zostaje on 0 analize st¢zen koncowych produktéw przemiany zwigzkow azotowych —
mocznika i kwasu moczowego oraz pomiar diurezy. Niestety, wzrost stgzenia
kreatyniny obserwowany jest nie tylko przy znacznym upos$ledzeniu funkcji nerek
wywotanym ich ostrym uszkodzeniem [108]. Poziom tego metabolitu zalezy roéwniez
od stanu nawodnienia, wieku, pici oraz diety stosowanej przez pacjenta. Z tego
powodu, kreatynina nie spetnia kryteriow markera specyficznego wytacznie dla OUN.
Alternatywa dla kreatyniny sg zwiazki, ktorych wzrost stezenia w surowicy lub w
moczu jednoznacznie wskazywalby na proces ostrego uszkodzenia narzadu. Takie
kryterium spetniajg oznaczane w surowicy i moczu biatka NGAL i cystatyna C.
NGAL jest biatkiem neutrofilowym, biorgcym udzial w mechanizmach odpornos$ci
nieswoistej skierowanym przeciw zakazeniom bakteryjnym. Jego st¢zenie analizuje
si¢ zarbwno w surowicy jak i w moczu, a podwyzszenie warto$ci stgzenia swiadczy o
toczgcym sie¢ w czasie rzeczywistym procesie uszkadzajagcym nerki. Kumulacja w
surowicy 1 nerce, wynikajaca ze spadku GFR, nastepuje juz w poczatkowym etapie
uszkodzenia. Wzrost stezenia nie jest opézniony w stosunku do zmniejszonego GFR,
dlatego tez marker ten nadaje si¢ do oceny ryzyka rozwoju OUN. Oznaczenie NGAL
Ma zastosowanie u pacjentow po zabiegach kardiochirurgicznych, podaniu kontrastu
lub w przebiegu sepsy, czyli w ocenie ryzyka wystgpienia przednerkowej postaci
OUN [109,110]. Cystatyna C jest biatkiem w 100 % filtrowanym przez nerki, ktorego
stezenie nie jest zalezne od pici, stanu nawodnienia, rasy ani wieku. Nie podlega
wptywom infekcji, chordb watroby i chorob zapalnych. U os6b zdrowych wydalana

jest z moczem w ilosciach sladowych. Z tych powodow jest dobrym markerem filtracji
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ktebuszkowej, ktorej niewielki spadek, oraz zwigkszone wydalanie z moczem moze
swiadczy¢ o ryzyku wystapienia i poczatkowym etapie OUN. Za pomoca oznaczenia
stezenia cystatyny C w surowicy mozliwa jest ocena ryzyka wystgpienia OUN u
pacjentow w ci¢zkim stanie, nawet 48 godzin wczesniej niz w przypadku oznaczenia
stezenia kreatyniny [111]. Wzrost wydalania cystatyny C z moczem jest czynnikiem
swiadczacym o niekorzystnym przebiegu OUN i koniecznos$ci zastosowania dializ
[112].

Analiza stezen markerow OUN mozliwa jest dzieki nieustannemu rozwojowi
technologicznemu w dziedzinie diagnostyki laboratoryjnej. Ze wzglgdu na tatwosc¢
pozyskania materialu do badan, zdecydowana wigkszo$¢ markerow OUN analizowana
jest w moczu. Naleza do nich biatka: CYR61, KIM-1, a-1-mikroglobulina, B-2-
mikroglobulina; interleukiny — 6, 8 i 18 i enzymy np. ALP. Analiza moczu i surowicy
pod katem markerow OUN pozwala na rozrdznienie postaci klinicznej, okreslenie

stopnia zaawansowania uszkodzenia, rokowanie oraz prognozowanie przebiegu [98].
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2. ZALOZENIA PRACY

Dotychczasowe modele doswiadczalne OUN rozwijajacego si¢ w
konsekwencji zakazenia dréog moczowych, w gtownej mierze polegaja na podaniu
zawiesiny patogenu wprost do migzszu nerki. W ten sposob wykonany zabieg i droga
podania patogenu zwigkszaja ryzyko wystapienia powiktan, oraz nie odzwierciedlaja
najczesciej wystepujacej drogi ZUM — mozliwej przyczyny OUN. Dodatkowo w
badaniach wykorzystywane sg rozne gatunki, oraz dawki drobnoustrojow, co wptywa

na réznorodno$¢ i rozbiezno$¢ wynikow badan.

Zalozeniem pracy jest analityczne opracowanie modelu doswiadczalnego
OUN, bedacego konsekwencjg wstepujacego ZUM, z wykorzystaniem czynnika
etiologicznego — pateczki okreznicy — najczgsciej izolowanej od pacjentow z

bakteryjnym zakazeniem drog moczowych.

Przedmiotem zainteresowania niniejszej pracy jest ocena zalezno$ci miedzy
dawka czynnika etiologicznego, wywotujacego wstepujace ZUM a stopniem
uszkodzenia nerek. Wykonana w tym celu analiza stanowi podsumowanie dwu
dziedzin powigzanych wzajemnie, patofizjologii 1 mikrobiologii. Okreslenie
toksyczno$ci  bakterii koniecznych do rozwoju doswiadczalnego wstgpujacego
uszkodzenia nerek pozwoli na zrozumienie patomechanizméw uszkodzenia narzadu
przez proces zapalny. Spodziewane réznice w wieloparametrowej analizie potwierdza
nie tylko rol¢ czynnikow wirulencji bakterii, ale takze wplyw dawki na przebieg

zakazenia i stopien uszkodzenia nerek.
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3. CEL PRACY

Celem pracy jest stworzenie modelu dos§wiadczalnego OUN, rozwijajacego si¢
w konsekwencji wstepujacego, bakteryjnego ZUM. Do badan wykorzystane zostang
rézne dawki pateczki okrgznicy — najczesciej izolowanej bakterii w zakazeniu drog
moczowych, oraz oceniony zostanie stopien upo$ledzenia pracy nerek przez
poszczegblne dawki bakterii.

Cele szczegotowe:

1. Okreslenie ilosci bakterii pateczki okr¢znicy koniecznych do rozwoju OUN;

2. Opracowanie zaleznosci pomigdzy parametrami uszkodzenia a obrazem

histopatologicznym uszkodzonych nerek;

3. Ocena wartosci klinicznej wskaznikéw laboratoryjnych w do$wiadczalnym

wstepujacym OUN.
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4. MATERIAL I METODYKA BADAN

Opisane ponizej procedury przeprowadzono w Katedrze Patofizjologil i
Katedrze Mikrobiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego oraz w
pracowniach Zaktadu Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala Uniwersyteckiego w
Krakowie. Wszystkie procedury eksperymentalne zostaly zaakceptowane przez
Komisj¢ Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzetach Uniwersytetu Jagiellonskiego w

Krakowie.
4.1 Zwierzeta

Do badan uzyto ogdétem 40, 10 — tygodniowych szczurow rasy Wistar
(Zwierzetarnia Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM w Krakowie) o masie ciala ok.
200g. W zgodzie z zasadami protokotu dos§wiadczen eksperymentalnych, zwierzgta
przebywaty w pojedynczych klatkach, w starannie utrzymywanych warunkach
higienicznych w klimatyzowanym pomieszczeniu o ustalonej temperaturze 21 — 25C°.
Zostal zachowany dwunasto — godzinny cykl dnia i nocy oraz dostgp ad libitum do
wody i pokarmu (Labofeed, Kcynia, Polska). Badania przeprowadzono na osobnikach
plci zenskiej, ze wzgledu na mniejsze ryzyko uszkodzenia aparatu zwieraczowego
cewki moczowej 1 pecherza moczowego podczas cewnikowania przez cewke

moczowag, W porownaniu z osobnikami pici meskie;.
4.2 Procedury

W trakcie 21 — dniowego eksperymentu zwierzgta podlegaly nastgpujacym

procedurom:

Procedura 1. Indukcja wstepujgcego zapalenia ukladu moczowego ZUM.
Zwierzg¢ta bedace w stanie znieczulenia ogolnego (narkoza pentobarbitalowa,

Morbital, Biowet Putawy, Polska, sposob podania — dootrzewnowo, 20mg/kg m.c.)
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jednokrotnie w trakcie eksperymentu podlegaly zabiegowi cewnikowania przez cewke
moczowg (sterylny, polietylenowy cewnik o $rednicy Imm i dlugosci 10cm) z
podaniem do pgcherza moczowego 0,5ml zawiesiny bakterii pateczki okreznicy o
wysokiej wirulencji w trzech réznych dawkach — 1x10° 1x107, 1x10° j.t.k./ml.
Procedura wywotania wstgpujacego zapalenia ukladu moczowego zostala po

zmodyfikowaniu przeprowadzona na podstawie opisu Lee i wsp. [69].

Procedura 2. Pobieranie krwi. Zwierz¢ta begdace w stanie znieczulenia
ogblnego (narkoza pentobarbitalowa, Morbital, Biowet Putawy, Polska, sposob
podania — dootrzewnowo, 20mg/kg m.c.) poddawano procedurze pobierania krwi z
zyty ogonowej. Procedur¢ powtarzano czterokrotnie w trakcie trwania eksperymentu.
Trzykrotnie pobrano 0,6ml krwi. W ostatnim dniu do$wiadczenia pobrano 2ml krwi.

Krew pobierano w celu wykonania biochemicznej analizy laboratoryjne;j.

Procedura 3. Dobowa zbiorka moczu. W celu zgromadzenia moczu do badan
mikrobiologicznych i biochemicznych, zwierzeta umieszczano w uprzednio
wysterylizowanych (sterylizator parowy, typ ASHE/A, temp.121°C, 15 min.) klatkach
metabolicznych (klatka metaboliczna dla szczurow 150 — 300g, Tecniplast, Wiochy).
Czas przebywania zwierzat w klatkach metabolicznych wynosit 24 h. Mocz do badan
mikrobiologicznych pobierany byt w ilosci 50ul w pierwszej godzinie trwania DZM.
Procedure powtarzano czterokrotnie w trakcie trwania eksperymentu.

Procedura 4. Kontrola wagi i temperatury. Zwierzgta podlegaty procedurze
kontroli masy ciala, masy spozytego pokarmu i temperatury (cyfrowy termometr

rektalny dla gryzoni, Vivari, UK). Procedur¢ powtarzano czterokrotnie w trakcie

trwania eksperymentu.

Procedura 5. Sekcja zwlok. W ostatnim dniu doswiadczenia zwierzeta zostaty

usmiercone przez przedawkowanie Srodka anestetycznego (pentobarbital, Morbital,
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Biowet Pulawy, Polska, sposob podania — dootrzewnowo, 100mg/kg m.c.). Nastepnie
przeprowadzono sekcje¢ zwtok, w trakcie ktorej pobrano nerki i pecherz moczowy w
celu wykonania preparatéw histologicznych. Sekcje zwtok wykonano w warunkach
jatowych w komorze laminarnej, z uzyciem uprzednio dwukrotnie wysterylizowanych
narzedzi chirurgicznych (sterylizator parowy, typ ASHE/A, temp.121°C, 15 min.) i
aseptycznych §rodkdéw higienicznych (sterylne r¢kawiczki, gaziki, gazy).
4.3 Grupy badawcze

Zwierzeta wlaczone do eksperymentu zostaly losowo przydzielone do czterech
grup badawczych. Grupg 1, 2, 3 stanowity zwierz¢ta podlegajace procedurom 1 — 5 z

indukowanym wstepujacym ZUM trzema réznymi dawkami paleczki okr¢znicy,

odpowiednio:

Grupa 1 (n=10) — zainfekowana dawka 1x10° j.t.k./ml;

Grupa 2 (n=10) — zainfekowana dawka 1x107 j.t.k./ml;

Grupa 3 (n=10) — zainfekowana dawka 1x10° j.t.k./ml.

Grupa 4 (n=10) — zwierzeta zdrowe, podlegajace tylko procedurze 4 i 5.

Kontrolg parametrow laboratoryjnych dla grup 1 — 3 z indukowanym ZUM, byty
wyniki uzyskane z badania moczu i krwi, pobranych zwierz¢tom tych grup w dniu
zerowym doswiadczenia — przed dopgcherzowym podaniem zawiesiny bakterii.
Wyniki te, byly $rednig wartoscig z otrzymanych analiz wszystkich 30 zdrowych
zwierzat (potaczenie grup wynikato z braku istotnych statystycznie roznic miedzy

grupami w analizie wszystkich parametrow laboratoryjnych).

Kontrolg dla pozostatych parametrow: temperatury, wagi ciala, wagi spozywanego
pokarmu byty wyniki uzyskane z pomiarow przeprowadzonych w obrgbie grupy 4, w

zerowym, 7, 14 1 21 dniu doswiadczenia.
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4.4 Charakterystyka paleczki okreznicy i schemat badania

Charakterystyka  palectki  okreimicy. Bakterie  paleczki  okreznicy
wykorzystane w eksperymencie wyizolowano od pacjentki z ostrym OZN. Szczep
posiadal geny dla kilku czynnikow wirulencji w tym: geny fimH, papC i sfaD/E
kodujace adhezyny typu 1 i fimbrie typu P i S. Dodatkowo stwierdzono obecno$é genu
iroN odpowiedzialnego za kodowanie salmocheliny — receptora dla jonéw Zelaza oraz
genu cnf-1 odpowiedzialnego za kodowanie cytotoksyny, czyli cytotoksycznego

czynnika martwicy typu 1 — TNF1.

Schemat badania. Trwajacy 21 dni eksperyment podzielono na 4 etapy:
Etap 1. Dzien zerowy. W zerowym dniu dos§wiadczenia zwierzetom wszystkich grup
zmierzono temperatur¢ ciata, ustalono poczatkowa wage pokarmu, oraz masg¢ ciata. W
celu poznania dobowej objetosci wydalanego moczu u zwierzat zdrowych, osobniki z
grup 1 — 3 umieszczano w wysterylizowanych klatkach metabolicznych z
zapewnionym dostepem do wody i pokarmu. Po godzinie od rozpoczgcia DZM, z
pojemnikéw na mocz pobierano do sterylnych probowek (proboéwki typu Eppendorf
200 pl, Profilab, Polska) 50ul moczu, celem wykonania badania mikrobiologicznego.
Mocz natychmiast po pobraniu transportowano do Katedry Mikrobiologii i wysiewano
na plytki z podtozem roznicujacym. Po zakonczeniu 24 — godzinnej DZM, zwierzgta
znieczulano i poddawano w kolejnosci procedurom pobierania krwi oraz indukcji
ZUM trzema réznymi dawkami pateczki okreznicy — 1x10°, 1x107, 1x10° j.t.k./ml w

zaleznosci od grup.

Etap 2 i 3. Dzien 7 i 14. W 7 i 14 dniu eksperymentu zwierzetom wszystkich grup
kontrolowano temperaturg, wage spozywanego pokarmu 1 mas¢ ciata. W celu
poznania zmian W objetosci dobowego wydalania moczu u zwierzat z toczacym si¢

ZUM, osobniki z grup 1 — 3 umieszczano w wysterylizowanych klatkach

45



metabolicznych z zapewnionym dostgpem do wody i pokarmu. Po godzinie od
rozpoczgcia DZM, z pojemnikéw na mocz pobierano do sterylnych probowek
(proboéwki typu Eppendorf 200 pl, Profilab, Polska) 50ul moczu, celem oceny zmian
w badaniu mikrobiologicznym. Mocz natychmiast po pobraniu transportowano do
Katedry Mikrobiologii i wysiewano na ptytki z podtozem rdznicujacym. PO

zakonczeniu 24 — godzinnej DZM, zwierzgta poddawano procedurze pobierania krwi.

Etap 4. Dzien 21. Po wykonaniu wszystkich czynno$ci nicodbiegajacych od protokotu
badan z dnia 7 i 14, zwierzeta wszystkich grup poddawano eutanazji przez
przedawkowanie lekéw znieczulajacych wg procedury 5, zgodnie z wytycznymi
American Public Health Service In Bowman School of Medicine [113]. Celem
procedury bylo uzyskanie materiatu — pecherzy i1 nerek — do badan

histopatologicznych i oceny stopnia nasilenia stanu zapalnego w uktadzie moczowym.
4.5 Analiza laboratoryjna
4.5.1 Biochemiczna analiza krwi

Po pobraniu krwi do probéwek do wykrzepiania krwi i separacji surowicy
(probowki do pozyskiwania surowicy krwi, Profilab, Polska), krew odstawiono na 30
— 45 minut, a nastepnie wirowano przez 10 minut z predkoscig 3000 obrotow/minutg.
Surowic¢ przeznaczono do analizy nastgpujacych parametrow: Kreatynina, kwas
moczowy, mocznik, TNF a, sod i potas. W pierwszej kolejnosci przystgpiono do
oznaczenia poziomu elektrolitow. Oznaczenia jondow — Na, K — wykonano na
fotometrze plomieniowym, model Corning 450. Oznaczenia kreatyniny, kwasu
moczowego i mocznika, wykonano na analizatorze Cobas 6000, module
biochemicznym C501, firmy Roche. Poziom TNF o oznaczono metoda ELISA

uzywajace testu Rat TNF-alpha ELISA KIT, RayBiotech®, USA.
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4.5.2 Biochemiczna analiza moczu

Po zmierzeniu ilosci dobowego wydalania moczu, mocz odwirowano (5 min,
2000 obrotow/min) i rozdzielono na porcje. Mocz przeznaczono do analizy
nastepujacych parametréw: biatko, selektywno$¢ biatek moczu i densytometria frakcji
albuminowej, kreatynina, kwas moczowy, mocznik, IL-6, sod i potas. W pierwszej
kolejnosci przystgpiono do oznaczenia poziomu elektrolitow. Oznaczenia jonow — Na,
K — wykonano na fotometrze plomieniowym, model Corning 450. Oznaczenia biatka,
kreatyniny, kwasu moczowego i mocznika, wykonano na analizatorze Cobas 6000,
module biochemicznym C501, firmy Roche. Poziom IL-6 oznaczono metoda ELISA
uzywajace testu Rat IL-6 ELISA KIT, RayBiotech®, USA. Wyniki tych oznaczen
przeliczano na wydalang dobowo ilo§¢ moczu. Oceng selektywnosci biatek moczu
wykonano metoda rozdziatu elektroforetycznego w 11,5 % zelu poliakrylamidowym
SDS — page. Densytometria frakcji albuminowej oceniona zostala przez zastosowanie
metody cyfrowej analizy obrazu przy uzyciu Skanera Epson V330 i1 programu

DensyGraf.
4.5.3 Mikrobiologiczna analiza moczu

Mikrobiologiczne badanie moczu wykonywane bylo w celu potwierdzenia
wystgpienia ZUM u zwierzgt poddanych procedurze cewnikowania oraz
monitorowania wielkosci bakteriurii na wszystkich etapach doswiadczenia. Po
przetransportowaniu moczu do Katedry Mikrobiologii UJ CM, mocz wysiewano w

ilosci 1ul na odpowiednie podtoza réznicujgce. Wérod nich wykorzystano:

1. Columbia Lab-Agar Base, Biocorp z 5 % krwig baranig, podtoze przeznaczone do
izolacji drobnoustrojow o réznych wymaganiach wzrostowych (bakterii tlenowych

Gram+ i Gram-);
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2. Mac Conkey Lab-Agar, Biocorp, podtoze przeznaczone do wzrostu pateczek

Enterobacteriaceae (Gram-);

Po wysianiu plytki umieszczano w warunkach tlenowych na 24 godziny
w temperaturze 37°C. Po tym czasie kolonie bakterii, ktéore wyrosty na odpowiednich
podtozach wzrostowych, identyfikowano oraz liczono podajac liczebnos¢ populacji

tych bakterii w j.t.k. w przeliczeniu na Iml moczu.
4.5.4 Parametry obliczeniowe

Poza oznaczeniami bezposrednimi, do obliczenia analizowanych w niniejszej

pracy parametréw korzystano z nastgpujacych wzorow:

Klirens kreatyniny (ml/min)
Clkr = (U x V)/P

U — stezenie kreatyniny w moczu (umol/l)
V — objetos¢ moczu (ml/min)

P — stezenie kreatyniny w surowicy (umol/l)

Klirens mocznika (ml/min)

Clurea = (U X V)/P

U — stezenie mocznika w moczu (mmol/I)
V — objeto$¢ moczu (ml/min)

P — stezenie mocznika w surowicy (mmol/l)

48



Wspotczynnik mocznik P/kreatynina P

Urear/ Kreap

Ureap — stezenie mocznika w surowicy (mg%)

Kreap — stezenie kreatyniny w surowicy (mg%)

Wspéiczynnik kreatynina Ulkreatynina P

Kreau/Kreap

Kreay — stgzenie kreatyniny w moczu (pmol/1)

Kreap — stezenie kreatyniny w surowicy (umol/l)

Wspolczynnik mocznik U/mocznik P

Ureau/Ureap

Ureau — stezenie mocznika w moczu (mmol/I)
Ureap — st¢zenie mocznika w surowicy (mmol/I)
Wskaznik niewydolnosci nerek RFI (mmoll)

RFI = Nau x (Kreap/Kreau)

Nau — st¢zenie sodu w moczu (mmol/l)
Kreap — stezenie kreatyniny w surowicy (umol/l)

Kreau — st¢zenie kreatyniny w moczu (umol/l)
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Frakcjonowane wydalanie sodu FENa (%)
FENa = [(Nau x Krear)/(Nar x Kreau)]*100%

Nau — stezenie sodu w moczu (mmol/l)
Kreap — stezenie kreatyniny w surowicy (umol/l)
Nap — stezenie sodu w surowicy (mmol/l)

Kreay — st¢zenie kreatyniny w moczu (umol/l)

Frakcjonowane wydalanie mocznika FEUrea (%)

FEUrea = [(Ureau x Krear)/( Urear x Kreau)]*100%

Ureau — stezenie mocznika w moczu (mmol/l)
Kreap — stezenie kreatyniny w surowicy (umol/l)
Ureap — stezenie mocznika w surowicy (mmol/l)

Kreay — st¢zenie kreatyniny w moczu (pmol/l)

Frakcjonowane wydalanie potasu FEK (%)

FEK = [(Ku x Kreap)/( Kp x Kreau)]*100%

Ku — stgzenie potasu w moczu (mmol/l)
Kreap — stezenie kreatyniny w surowicy (umol/l)
Kp — stezenie potasu w surowicy (mmol/l)

Kreau — st¢zenie kreatyniny w moczu (umol/l)

50



4.5.5 Histologiczna ocena narzadow ukladu moczowego

Pobrane w trakcie sekcji zwtok nerki i pecherze ptukano w soli fizjologicznej,
nastepnie utrwalano przez 24 godziny w 8 % formalinie w roztworze buforu
fosforanowego (PBS pH 7.4). Pobrane wycinki ptukano nast¢gpnie w biezacej wodzie
przez 2h, a nastgpnie odwadniano w etanolu o wzrastajacych stezeniach (50 — 100 %).
Przed zatopieniem w parafinie preparaty przeprowadzono przez roztwor ksylenu w
celu ich przeswietlenia. Z ksylenu wycinki przeniesiono do mieszaniny ksylenu i
parafiny, w stosunku 1: 1 i inkubowano w temperaturze 37°C przez 2h. Nastepnie
poszczegolne fragmenty tkanek przenoszono dwukrotnie do czystej parafiny i
inkubowano w temperaturze 62°C. Po uplywie 2h, preparaty zatapiano w bloczki,
ktore po zastygnigciu krojono na mikrotomie, a skrawki po umieszczeniu na szkietku
podstawowym suszono w cieplarce w temperaturze 37°C. W celu oceny histologicznej
nasilenia stanu zapalnego preparaty barwiono metoda hematoksylina — eozyna (HE).
Analizie poddano 10 kolejnych pdl widzenia w poszczegélnych preparatach przy
uzyciu mikroskopu $wietlnego AXIOPHOT (Zeiss, Niemcy). W opisie preparatow
uwzgledniono umiejscowienie i charakterystyke nacieku w obrgbie nerek i Sciany
pecherza moczowego przez komorki zapalne (neutrofile oraz komorki jednojadrzaste).
Naciek oceniony zostat w poszczegdlnych polach widzenia przy powigkszeniu 400x,
w skali punktowej 0-3 pkt., odpowiednio Opkt.: brak pozanaczyniowych komorek
zapalnych, 1pkt.: < 20 komorek, 2pkt.: 20 — 45 komorek, 3pkt.: > 45 komorek

zapalnych w polu widzenia.
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5. ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Analizie poddano 30 parametrow. Analizg statystyczng wykonano przy uzyciu
pakietu Statistica 8 (StatSoft). Wyniki dla poszczegdlnych grup przedstawiono jako
srednig wraz z odchyleniem standardowym. Grupa kontrolng dla parametrow
laboratoryjnych grup 1 — 3 z 7, 14 i 21 dnia do$wiadczenia, byty wyniki zwierzat
zdrowych uzyskane z badania moczu i krwi, pobranych zwierzgtom tych grup w dniu
zerowym doswiadczenia — przed dopecherzowym podaniem zawiesiny bakterii.
Kontrolg dla pozostalych parametrow: temperatury, wagi ciata, wagi spozywanego
pokarmu byty wyniki uzyskane z pomiarow przeprowadzonych w obrebie grupy 4, na
kazdym etapiec do$wiadczenia. Do analizy wszystkich parametréw (poza
selektywnos$ciag bialek w moczu) i poréwnania réznic mi¢dzy analizowanymi grupami
zastosowano metode ANOVA. Test HSD Tukey’a dodatkowo postuzyt do wskazania
réznigcych si¢ miedzy soba grup. Do analizy selektywno$ci biatlek w moczu

wykorzystano test CHI - KWADRAT.

Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci tabel 1 wykresow, opartych na
warto$ciach $§rednich z wasami prezentujagcymi odchylenia standardowe SD. Za
statystycznie znamienne przyjeliSmy te wyniki testow, dla ktorych poziom

prawdopodobienstwa btgdu byt mniejszy lub rowny 0,05 (p<0,05).
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6. OMOWIENIE WYNIKOW

W przeprowadzonych eksperymentach obserwowano przebieg ZUM, bedacego
konsekwencja dopecherzowej iniekcji réznych dawek pateczki okreznicy. Za
posrednictwem analizy laboratoryjnej krwi i moczu, obserwacji zmian fizjologicznych
oraz badan histopatologicznych oceniono nasilenie stanu zapalnego w obrgbie uktadu
MOoCzowedgo.
6.1 Ocena zakazenia i intensywnos$ci stanu zapalnego

Przed i po dopecherzowej iniekcji pateczki okreznicy u zwierzat wszystkich
grup wykonano posiewy moczu w celu potwierdzenia lub wykluczenia ZUM.
Zbadano poziom cytokin prozapalnych: IL-6 w moczu i TNF a w surowicy. Pomiary
temperatury ciata zwierzat dodatkowo stuzyly monitorowaniu toczacego si¢ w obrebie
drog moczowych stanu zapalnego.

6.1.1 Posiewy moczu

Potwierdzenie obecnosci bakterii powyzej zwieracza pecherza moczowego jest
z definicji warunkiem koniecznym do rozpoznania ZUM. W badaniach
mikrobiologicznych moczu wykonanych po indukcji ZUM u zwierzat wszystkich grup
wyizolowano podang przezcewkowo paleczke okreznicy. Bakteriomocz nie ustgpowat
I utrzymywat sie do ostatniego etapu doswiadczenia. Na podstawie przeprowadzonych
badan stwierdzono, ze ilo$¢ izolowanych bakterii z moczu pozyskanego wedlug

opisanej metodyki nie zalezata od dawki indukujacej ZUM (Tab.1.).
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Tabela nr 1. Posiewy moczu (j.t.k./ml)

Dzien KONTROLA  Grupal. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
108j.t.k./ml 107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml

0. 0 - - - -

7. - 2x106+5x108  4,8x10*+7,1x10* 13,5x10%+14,5x10* p=0,198

14. - 2x106+5x10° 3,8x10%+2,9x10*  2,5x10°+3,8x10°  p=0,119

21. - 9x10%+1x10° 5,3x10*+1,5x10*  3,5x10%+8x10° p=0,11

p>0,05 wskazuje na brak statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

6.1.2 Poziom IL-6 w moczu

Stuzacym okresleniu intensywno$ci stanu zapalnego parametrem, byta
wykazujaca prozapalne dziatanie IL-6. Najwiekszy, bo az 15 — krotny wzrost stezenia
tej cytokiny w wydalanym moczu w poréwnaniu z grupg kontrolng, zaobserwowano w
14 dniu doswiadczenia u grupy zainfekowanej najwyzsza dawka bakterii (grupa 3 —
10%.t.k./ml). W grupie, ktérej podana zostata posrednia dawka pateczki okreznicy
(grupa 2 — 107 j.tk./ml), w 14 dniu stezenie IL-6 wydalanej z moczem wzrosto
2 — krotnie w odniesieniu do kontroli, jednakze warto$¢ ta nie osiagne¢ta istotnosci
statystycznej. Zaobserwowano natomiast istotne statystycznie roznice migdzy grupami
eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.2, Ryc.1.).

Tabela nr 2. Stezenie 1L-6 w DZM (pg/24h)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 226,46+42,88 - - - -
7. - 233,8+52,86  243,38+41,5 368,52+147,13  p=0,063
14. - 226,42+69,85 483,67+75,74 3695+1602 p<0,001
# * k%
21. - 279,27£30,81  121,6+41,42 89,33+2,02 p<0,001
#* #*

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic miedzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne roznice pomig¢dzy grupa badang a grupa kontrolna (p<0,05)

* - statystycznie znamienne rdznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne roznice pomigdzy grupa badang a grupga 2 w odpowiadajagcym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 1. Stezenie IL-6 w DZM (pg/24h)
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.1.3 Poziom TNF o w surowicy

Do zbadania poziomu TNF a — cytokiny prozapalnej — postuzyta surowica
krwi, pobranej w 21 dniu doswiadczenia. Wzrost stezenia tej cytokiny w odniesieniu
do grupy kontrolnej obserwowano u wszystkich grup z indukowanym ZUM.
W grupie 1 i 2 poziom TNF o wzrést odpowiednio 27 % i 22 %, jednakze wartosci te
nie osiggnely istotnosci statystycznej. Najwyzszy, ponad 2 — Krotny wzrost poziomu
cytokiny odnotowano w grupie 3, zainfekowanej najwyzsza dawka pateczki okr¢znicy
(10° j.t.k./ml). Zaobserwowano takze istotne statystycznie roznice miedzy grupa

eksperymentalng 2 i 3. (Tab.3., Ryc.2.).
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Tabela nr 3. Stezenie TNF a w surowicy (pg/ml)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml

21. 179,2+37,84  245,5+£112,41 229,25+67,24 429,5+150,42 p=0,007
# **
p=<0,05 wskazuje na wystepowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolna (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomig¢dzy grupa badang a grupg 2 (p<0,05)

M KONTROLA HGrupal. MGrupaZ2. HEGrupa3.

TNF a (pg/ml)
g 8 8 8
t

8

8

100 -
dzien2l

Rycina nr 2. St¢zenie TNF a w surowicy (pg/ml)
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 (p<0,05)

6.1.4 Temperatura

Interpretacja  wynikéw  pochodzacych z pomiaru temperatury w
poszczegolnych grupach, przeprowadzona zostata na podstawie literatury dotyczacej
hodowli, uzytkowania i choréb zwierzat laboratoryjnych. Prawidlowa temperaturg u
zwierzat wykorzystanych w do$wiadzeniu wg zrédet jest 37,5 — 38,5°C, a obnizenie
teperatury ponizej dolnej granicy tego zakresu $wiadczy o aktywnosci procesu
zapalnego [114,115]. Na wszystkich etapach do$wiadczenia temperatura zwierzat
zdrowych, stanowigcych grupe kontrolng dla pomiaru temperatury, wagi ciala i wagi

spozywanego jedzenia, nie odbiegata od normy. W pozostatych grupach poddanych
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indukcji ZUM, zaobserwowano spadki temperatury ciata $wiadczace 0 stanie
zapalnym. W 7 dniu po dopecherzowym podaniu pateczki okr¢znicy najnizsza
temperatur¢ w poréwnaniu z kontrolag zanotowano w grupie 2, gdzie spadek
temperatury wynosit 1,66°C. Obnizona o 0,78°C temperatura w obrebie grupy 2
utrzymywata si¢ takze w kolejnym — 14 dniu pomiaru. W grupie 1 spadek cieptoty
ciala w 7 1 14 dniu doswiadczenia w odniesieniu do pomiaréw prowadzonych w tych
dniach w grupie kontrolnej wynosit odpowiednio 1,2°C i 1°C. W 14 dniu
doswiadczenia do znacznego obnizenia temperatury ciata (0,77°C) doszlo takze w
obrgbie grupy 3, jednakze warto§¢ ta nie osiggneta istotnosci statystycznej.
Zaobserwowano rowniez istotne  statystycznie réznice migdzy  grupami
eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.4, Ryc.3.).

Tabela nr 4. Pomiar temperatury (C°)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 37,59+0,46 37,71+0,36 37,49+0,67 37,97+0,29 p=0,307
7. 37,41+£0,38 36,21+0,66 35,75+0,8 37,38+0,49 p<0,001
# # * *%
14. 37,79+0,25 36,79+0,56 37,01+0,81 37,02+0,39 p=0,007
# #
21. 37,86+0,32 37,31+0,52 37,2+1,11 37,324+0,46 p=0,242

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badana a kontrolg w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** _ statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupg 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 3. Pomiar temperatury (C°)
# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupg badang a kontrolg w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.2 Laboratoryjna ocena funkgcji filtracyjnej nerek

Parametry laboratoryjne niezbedne do oceny funkcji nerek oznaczano w moczu
pochodzacym z dobowej zbiorki, oraz w surowicy krwi pobranej zaraz po jej
zakonczeniu. Wsrdd tych parametréw uwzgledniono: objetos¢ DZM, Kreap, Kreay,
Ureap, Ureau, Clkr i Clurea, FEUrea, stgzenie kwasu moczowego w surowicy i w
moczu, oraz wspotczynniki — Ureap/Kreap, Ureau/Ureap, Kreau/Kreap.
6.2.1 Objetos¢ DZM
W grupach zwierzat z indukowanym ZUM wykazano spadek objgtosci
wydalanego moczu w odniesieniu do grupy kontrolnej w 14 i 21 dniu do$§wiadczenia.
W 14 dniu spadek objetosci wydalanego moczu dotyczyt wszystkich grup
eksperymentalnych. Objeto$¢ moczu obnizyta sie o 32 % w grupie 1, 48 % w grupie 2,
oraz 48 % w grupie 3. W 21 dniu w grupie 1, dobowe wydalanie moczu znajdowato
si¢ na poziomie zblizonym do prawidtowego, natomiast w pozostatych grupach nadal

obserwowano zmniejszong objeto$¢ dobowg wydalanego moczu. Wynosita ona w
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grupie 2 i 3 odpowiednio 62 % i 56 % wartosci poczatkowej, natomiast spadki w
ksztaltowaly si¢ na poziomie 38 % 1 44 %. Zaobserwowano ponadto istotne
statystycznie roznice migdzy grupami eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.5.,Ryc.4.).

Tabela nr 5. Objetos¢ DZM (ml/24h)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 17+£3,05 - - - -
7. - 15,75 £2,12 16+3,85 15,17+7,11 p=0,7
14. - 11,62+2,2 8,75+1,67 8,83+3,76 p<0,001
# # #
21. - 16,62+3,11 10,5+4,66 9,5+5,05 p<0,001
#* #*

p=<0,05 wskazuje na wystepowanie statystycznie istotnych réznic mi¢dzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 4. Objetos¢ DZM (ml/24h)
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupa badana a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.2.2 Stezenie kreatyniny w surowicy — Kreap

Wazrost stezenia poziomu Kreap, $wiadczacy o pogorszeniu sprawnosci
filtracyjnej nerki obserwowano juz w 7 dniu doswiadczenia. U zwierzat
zainfekowanych najwyzsza dawka pateczki okreznicy (grupa 3 — 10°%.t.k./ml), poziom

Kreap W 7 dniu wzrést o 40 % w odniesieniu do grupy kontrolnej. Do podobnego
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wzrostu stezenia (35 %) w grupie zainfekowanej posrednig dawka bakterii (grupa 2 —

107j.t.k./ml) doszto dopiero w 14 dniu do$wiadczenia. Zaobserwowano takze istotne

statystycznie roznice migdzy grupg eksperymentalng 113 (Tab.6., Ryc.5.).

Tabela nr 6. Kreap (umol/l)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2.
10%.t.k./ml  10’j.t.k./ml
0. 30,1+4,93 - -
7. - 26,38+4,31 32,38+8,05
14. - 31,62+4,03 40,5+19,29
#
21. - 35+11,25 32,62+9,23

Grupa 3.
10%.t.k./ml

42,17+13,11
# *
39,5+£7,97

34,67+22,38

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdznice pomi¢dzy grupa badana a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 5. Kreap (umol/l)

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupa badana a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.2.3 Stezenie kreatyniny w moczu — Kreau

Potwierdzeniem uposledzenia funkcji filtracyjnej nerki, poza wzrostem Kreap

byt takze spadek wydalania tego metabolitu z moczem. Zaobserwowano, ze

zmniejszone dobowe wydalanie Kreay w poréwnaniu do kontroli dotyczyto grup

zainfekowanych posrednia i najwyzsza dawka pateczki okreznicy (grupa 2 —
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107j.t.k./ml i 3 — 10%.t.k./ml). W dniu 7 spadek wydalania Kreay w odniesieniu do

grupy kontrolnej w grupie 2 i 3 wynosit odpowiednio 35 % i 33 %. W dniu 14

wydalanie Kreay w obu tych grupach nadal utrzymywato si¢ na obnizonym poziomie,

a spadki osiggnely wartosci 48 % 1 45 %. Z kolei w 21 dniu w grupie 2 spadek

wydalania Kreay wynosit 35 % a w grupie 3 -39 % (Tab.7., Ryc.6.).

Tabela nr 7. Kreau (umol/24h)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml
0. 64,72+18,91 - - -
7. - 62,62+£16,02  42,48+12,23 43,62+5,77
# #
14, - 49,55+12,51  34,64+15,06 36,38+8,67
# #
21. - 59,95+11,61 41,9+15,8 40,55+7,86
# #

ANOVA

p=0,003
p<0,001

p=0,002

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych roznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne r6znice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
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KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 6. Kreau (umol/24h)

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
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6.2.4 Klirens kreatyniny — Clkr

U zwierzat zainfekowanych najwyzsza dawka paleczki okreznicy (grupa 3 —
10%.t.k./ml) obnizenie wartosci Cl«r 0 43 % w poréwnaniu do kontroli
zaobserwowano juz w 7 dniu do$wiadczenia. W 14 dniu w grupie 3 nadal
obserwowano tendencje¢ spadkowa i odnotowano obnizenie wartosci Clkr 0 52 %.
Grupie, ktorej podano posrednia dawke bakterii (grupa 2 — 107j.t.k./ml) warto$é Clr
obnizyta si¢ 0 48 % dopiero w 14 dniu doswiadczenia. Odnotowano takze istotne
statystycznie roznice migdzy grupami eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.8., Ryc.7.).

Tabela nr 8. Clkr (ml/min)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml

0. 1,36+0,42 - - - =

7. - 1,72+0,61 0,92+0,25 0,77+0,22 p<0,001
* # *

14. - 1,1+0,31 0,7+0,34 0,660,19 p<0,001
# #

21. - 1,27+0.4 0,93+0,33 0,99+0,42 p=0,051

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdznice pomi¢dzy grupa badana a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 7. Clkr (ml/min)
# - statystycznie znamienne roznice pomi¢dzy grupa badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne roéznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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6.2.5 Stezenie mocznika w surowicy — Ureap

Zmiany stezenia Ureap zaobserwowano najwczesniej u grupy zainfekowanej
niskg dawka pateczki okreznicy (grupa 1 — 10°j.t.k./ml). Odwrotnie do oczekiwan, w 7
dniu eksperymentu stwierdzono obnizony w poréwnaniu do kontroli o 16 % poziom
tego metabolitu w surowicy krwi. Wzrost stezenia Ureap W grupie 2 0 13 % i grupie 3
0 17 % zaobserwowano w 14 dniu do$§wiadczenia, jednakze wartosci te nie osiggnety
istotnosci statystycznej. W 21 dniu ponownie odnotowano spadek stezenia mocznika
w surowicy (21 %), tym razem w obrebie grupy 3 (Tab.9., Ryc.8).

Tabela nr 9. Urear (mmol/l)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml
0. 8,51+0,99 - - - -
7. - 7,18+1,08 7,6+1,28 8,43+1,61 p=0,036
#
14. - 8,03+0,78 9,59+3,51 9,93+1,51 p=0,128
21. - 8,32+1,2 8,07+1,5 6,72+1,17 p=0,019
#

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne r6znice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
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Rycina nr 8. Urear (mmol/l)
# - statystycznie znamienne réznice pomig¢dzy grupa badana a grupa kontrolna (p<0,05)
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6.2.6 Stezenie mocznika w moczu — Ureau

Znaczne, niemal 2 — krotne w odniesieniu do kontroli zmniejszenie wydalania

dobowego Ureay zaobserwowano poczatkowo w grupie 3. W obrebie tej grupy spadek

wydalania mocznika wynosit odpowiednio w 7,14 1 21 dniu — 50 %, 55 % i 48 %. W

grupie 2 zmniejszone stgzenie Ureay 0 35 % stwierdzono dopiero w 14 dniu

doswiadczenia, w 21 dniu wydalanie dobowe Ureay nadal utrzymywato si¢ na niskim

poziomie, a spadek zwiekszyt si¢ do 37 %. Zaobserwowano takze istotne statystycznie

réznice miedzy grupami eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.10., Ryc.9).

Tabela nr 10. Ureau (mmol/24h)

Dzien KONTROLA  Grupal. Grupa 2.
10%.t.k./ml  10’j.t.k./ml
0. 8,3+£2,97 - -
7. - 10,77+2,2 6,07£1,27
*
14. - 8,66+1,42 5434251
#
21. - 8,97+2,41 5,25+1,36
# *

Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml

4,13+0,32 p<0,001

# *

3,7141,02  p<0,001
# *

431+0,77  p=0,001
# *

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 9. Ureau (mmol/24h)

# - statystycznie znamienne roznice pomig¢dzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdznice pomigdzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajagcym dniu (p<0,05)
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6.2.7 Klirens mocznika — Clurea

Adekwatnie do zmian stgzenia Ureap W 7 dniu do$wiadczenia w grupie 1
zaobserwowano wzrost Clura 0 73 % w odniesieniu do grupy kontrolnej. W
pozostatych grupach zar6wno w 14 i 21 dniu odnotowano spadki tego parametru,
jednakze tylko w 14 dniu w grupie 3 warto$¢ Clurea 0siggneta istotno$¢ statystyczng, a
spadek tej wartosci w  odniesieniu do  kontroli wynosit 58 @ %.
Zaobserwowano  takze istotne  statystycznie roznice miedzy  grupami
eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.11., Ryc.10).

Tabela nr 11. Clurea (ml/min)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 0,63+0,23 - - - -
7. - 1,09+0,42 0,57+0,14 0,35+0,07 p<0,001
# * *
14. - 0,76+0,14 0,45+0,26 0,26+0,08 p<0,001
* # *
21. - 0,76+0,2 0,46+0,12 0,46+0,15 p=0,011
* *

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)

M dzien0 M dzien7 WMdzienl4 Hdzien21l
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KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 10. Clurea (ml/min)
# - statystycznie znamienne roéznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdznice pomiedzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)
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6.2.8 Frakcjonowane wydalanie mocznika — FEUrea

Warto$¢ FEUrea to stosunek ilosci wydalanego mocznika z moczem do ilo$ci
mocznika przefiltrowanego w kigbuszku. W naszym do$wiadczeniu zaobserwowano,
ze w 14 dniu u zwierzat zainfekowanych najwyzsza dawka pateczki okr¢znicy (grupa
3 — 10%.t.k./ml), parametr ten rozni sic znaczaco od wartosci FEUrea w grupie 1 i
grupie 2. Spadek ten wynosi odpowiednio 39 % i 36 %. W odniesieniu do grupy
kontrolnej, w grupie 3 w 14 dniu — FEUrea bylo o 18 % nizsze, jednakze wartosc¢ ta
nie osiggnela istotnosci statystycznej (Tab.12., Ryc.11.).

Tabela nr 12. FEUrea (%)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 49,29+16,05 - - - -
7. - 55,14+12,24 61,12+7,4 48+12,92 p=0,181
14, - 65,57+£11,94 63,12+17 40,17+3,97 p=0,005
* k%
21. - 55,43£10,64  53,12+17,88  51,33+15,31 p=0,813

p=<0,05 wskazuje na wystepowanie statystycznie istotnych réznic mi¢dzy grupami eksperymentalnymi
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 11. FEUrea (%)
* - statystycznie znamienne roéznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomig¢dzy grupa badana a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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6.2.9 Stezenie kwasu moczowego w surowicy

Wzrost stezenia kwasu moczowego w surowicy W odniesieniu do kontroli
zaobserwowano najwczesniej u zwierzat, zainfekowanych posredniag dawka bakterii
(grupa 2 — 107j.t.k./ml). W grupie tej wzrost poziomu metabolitu wynosit w 7, 14 i 21
dniu odpowiednio 192 %, 71 % i 76 %. W grupie 3 w dniu 14, wzrost poziomu kwasu
moczowego wyniost 42 %, w grupie 1 w dniu 21 — 51 %. Zaobserwowano tez istotne
statystycznie rdznice mig¢dzy grupami eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.13., Ryc.12.).

Tabela nr 13. Stezenie kwasu moczowego w surowicy (umol/l)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  10’j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 58,58+12.,43 - - - -

7. - 83,62+11,83  171,5+108,89 89+12,25 p<0,001
# * **

14. - 67,38+£9,87  100,12+24,22  83,33+13,75 p<0,001
#* #

21. - 88,25+27,4 102,75+14,2 70,54+26,39 p<0,001
# # **

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupg kontrolng (p<0,05)

* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupg 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 12. Stezenie kwasu moczowego w surowicy (nmol/l)
# - statystycznie znamienne roéznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdznice pomigdzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajagcym dniu (p<0,05)
** _ statystycznie znamienne réznice pomigdzy grupa badang a grupg 2 w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)
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6.2.10. Stezenie kwasu moczowego W moczu

Do znamiennego obnizenia poziomu kwasu moczowego wydalanego z
moczem w poréwnaniu do grupy kontrolnej doszto juz w 7 dniu do$wiadczenia w
grupie 3. Spadek w 7, 14 i 21 dniu wynosit w tej grupie odpowiednio — 53 %, 55 % i
49 %. W grupie 2, w 14 dniu spadek wydalania odnotowano na poziomie 57 % i 55 %.
W grupie 1 nie zaobserwowano powyzszych zmian (Tab.14., Ryc.13.).

Tabela nr 14. Stezenie kwasu moczowego W moczu (umol/24h)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 8,36+3,85 - - - -

7. - 7,99+2,06 5,11+1,47 3,89+1,07 p=0,005
#

14. - 5,36+1,71 3,59+1,48 3,73+1,55 p=0,001
# #

21. - 5,61£2,27 3,72+1,42 4,3£1,27 p=0,002
# #

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
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Rycina nr 13. Stezenie kwasu moczowego w moczu (umol/24h)
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
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6.2.11 Wspolczynnik mocznik P/kreatynina P — UreaP/KreaP

Znaczne obnizenie wspolczynnika Ureap/Kreap (29 %) w odniesieniu do
kontroli zaobserwowano w 7 dniu doswiadczenia w grupie zainfekowanej najwyzsza
dawka bakterii (grupa 3 — 10%.t.k./ml). W grupie 2 wspotczynnik ten obnizony byt o
10 — 15 % na wszystkich etapach doswiadczenia, jednakze wartosci te nie osiagnely
istotnosci statystycznej (Tab.15.,Ryc.14).

Tabela nr 15. Wspéltczynnik Urear/Kreap

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml
0. 159,19+25,63 - - - -
7. - 151,75+¢33,75 135,25€37,65 113,17£19,36  p=0,009
#
14. - 141,62+27,46  136,25+32,21  139,33+£9,75 p=0,101
21. - 139,88+41,39 141,38+28,91  123,67+36,6 p=0,08

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne roznice pomie¢dzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
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Rycina nr 14. Wspolczynnik Ureapr/Kreap
# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupa badang a grupa kontrolnag (p<0,05)

6.2.12 Wspolczynnik mocznik U/mocznik P — UreaU/UreaP
Znaczny wzrost wspotczynnika Ureau/Ureap (83 %) w odniesieniu do kontroli

zaobserwowano w grupie 1 juz w 7 dniu do$§wiadczenia. Jego warto$¢ utrzymywata
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si¢ na wysokim poziomie rowniez w 14 dniu ekspermentu i byta nadal o 77 % wyzsza
w odniesieniu do grupy kontrolnej. W grupie 2 wartosci wspdtczynnika w 7 dniu
roznity si¢ znamiennie od wartosci z grupy 1, natomiast w grupie 3 rdznice te
wystapity zarowno w 7 1 14 dniu. W 7 dniu w grupie 3 odnotowano spadek
Ureau/Ureapr 0 17 %, przy czym p>0,05. Zaobserwowano ponadto istotne statystycznie
réznice miedzy grupami eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.16., Ryc.15.).

Tabela nr 16. Wspotczynnik Ureau/Ureap

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  10’j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 54,33+£22,65 - - - -
7. - 99,62+32,06  53,12+15,87  39,83+18,94  p<0,001
# * *
14. - 95,62+21,29 73,5+42,33 49,83+24,07  p=0,005
# *
21. - 68,12+25,63  71,88+34,49  84,67+41,63 p=0,145

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 15. Wspétczynnik Ureau/Ureap
# - statystycznie znamienne roéznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdznice pomiedzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)
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6.2.13 Wspolczynnik kreatynina U/kreatynina P — Kreau/Kreap

W 7 dniu doswiadczenia w grupie 2 odnotowano spadek wartosci
wspotczynnika Kreau/Kreap o 44 % w porownaniu do grupy 1. Zaréwno w grupie 2 i 3
w 7 dniu eksperymentu, warto$ci wspotczynnikow byty nizsze o odpowiednio 33 % i
30 % w odniesieniu do grupy kontrolnej, jednakze nie osiagnety istotnosci
statystycznej (Tab.17., Ryc.16.).

Tabela nr 17. Wspétczynnik Kreau/Kreap

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml
0. 130+46,44 - - - -
7. - 155,88+49,9  86,75+28,12  90,17+61,04 p=0,013
*
14. - 135,62+£21,37 118,88+50,02 122,33+£55,55  p=0,719
21. - 113+41,2 143,38+78,07 170+89,56 p=0,337

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupg 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 16. Wspolczynnik Kreau/Kreap

* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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6.3 Ocena wplywu ZUM na gospodarke elektrolitowa

Aby oceni¢ wplw ZUM na gospodarke elektrolitowa, analizie poddano
nastepujace parametry: stezenie Na i K w surowicy, dobowe wydalanie Na i K, FENa,
FEK oraz RFI.

6.3.1 Stezenie sodu w surowicy — Nap

W 14 dniu doswiadczenia w grupie eksperymentalnej 2 i 3 zaobserwowano
spadek Nap w poréwnaniu do kontroli odpowiednio o 7 % i 6 %. W grupie 2
hiponatremia utrzymywata si¢ do 21 dnia eksperymentu a spadek poziomu Napr w tym
dniu wynosit 9 %. W 21 dniu w grupie 1 odnotowano takze obnizenie poziomu Nap 0
14 %, natomiast w grupie 3 st¢zenie Nap W 21 dniu oscylowato wokot wartosci
prawidlowych. Zaobserwowano ponadto istotne statystycznie réznice mi¢dzy grupami
eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.18., Ryc.17.).

Tabela nr 18. Nar (mmol/l)

Dzien KONTROLA  Grupal. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 131,52+4,32 - - - -

7. - 125,7549,29 124,25+11,44  139,5+2,95 p<0,001
* *%

14. - 127,1243 122,12+6,66  123,6+5,37 p<0,001

# #

21. - 113,38+8,72 119,25+12 135,83+1,83  p<0,001

# # * k%

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)

* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 17. Nap (mmol/l)
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.3.2 Stezenie sodu w moczu — Nau

Zmiany w dobowym wydalaniu Nay widoczne s3 na kazdym etapie
doswiadczenia w kazdej z grup. Juz w 7 dniu zaobserwowano zmniejszone dobowe
wydalanie Nau u zwierzat wszystkich grup w odniesieniu do grupy kontrolnej. Stan
ten utrzymywal si¢ do ostatniego dnia doswiadczenia. W obrebie grupy 1 spadek
wydalania Nauw 7, 14 i 21 dniu wynosit odpowiednio 47 %, 38 % i 58 %. W grupie 2
wydalanie Nau w 7 dniu obnizyto si¢ 0 40 %, natomiast w 21 dniu 0 47 %. W grupie 3
wydalanie Nau ksztattowato si¢ na najnizszym poziomie i obnizyto si¢ odpowiedno w

7,141 21 dniu o 78 %, 66 % i 70 % (Tab.19., Ryc.18.).
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Tabela nr 19. Nau (mmol/24h)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2.
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml
0. 0,47+0,17 - -
7. - 0,25+0,13 0,28+0,09
# #
14. - 0,29+0,23 0,43+0,14
#
21. - 0,2+0,1 0,25+0,09
# #

Grupa 3.
10%j.t.k./ml

0,1+0,04
#

0,16+0,06
#

0,14+0,05
#

ANOVA

p<0,001
p<0,001

p<0,001

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych r6znic mi¢dzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)

M dzien0 M dzien7 Mdzienl4 Hdzien21l

Na, (mmol/24h)

KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 18. Nau (mmol/24h)

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolna (p<0,05)

6.3.3 Frakcjonowane wydalanie sodu — FENa

Warto§¢ FENa to stosunek ilosci wydalanego Na z moczem do ilosci Na

przefiltrowanego w klebuszku. W grupie 1 wartos§¢ FENa zmalata o 53 % w

odniesieniu kontroli w 7 dniu doswiadczenia. Podobna sytuacja miata miejsce w

grupie 3, gdzie warto§¢ FENa w 7 i 21 dniu w pordéwnaniu z grupg kontrolng

zmniejszyla si¢ o odpowiednio 63 % i 53 %. W grupie 2, w 14 dniu eksperymentu

odnotowano wzrost FENa o 147 %.
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Zaobserwowano ponadto istotne statystycznie rdznice migdzy  grupami
eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.20., Ryc.19.).

Tabela nr 20. FENa (%)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.tk/ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml
0. 0,19+0,07 - - - -
7. - 0,09+0,04 0,18+0,07 0,07+0,05 p<0,001
# * # **
14. - 0,13+0,09 0,47+0,34 0,13+0,05 p<0,001
# * **
21. - 0,1+0,05 0,19+0,17 0,09+0,04 p=0,03
#

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)

* - statystycznie znamienne rdéznice pomigdzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 19. FENa (%)
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** _ statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa badang a grupg 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.3.4 Stezenie potasu W surowicy — Kp

W trakcie doswiadczenia zaobserwowano wzrost stezenia Kp W stosunku do
kontroli w grupie 2 i 3. Hiperkaliemia w grupie 2 wystapita w 7 dniu do$wiadczenia, a
wzrost st¢zenia Kp wynosit 59 %. W grupie 3 hiperkaliemia utrzymywata si¢ w 7 1 14

dniu eksperymentu, a poziom Kp byt wyzszy w odniesieniu do grupy kontrolnej
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odpowiednio 0 35 % i 66 %. W ostatnim dniu w grupie 3 odnotowano obnizenie
poziomu Kp o 12 %. Zaobserwowano rowniez istotne statystycznie réznice migdzy
grupami eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.21., Ryc.20.)

Tabela nr 21. Kp (mmol/l)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0. 7,32+0,55 - - - -

7. - 7,8+0,56 11,63+£2,17 9,87+1,17 p<0,001
# * # * k%

14. - 8,3+2,12 7,56+0,72 13+0,82 p<0,001
# * k%

21. - 7,52+0,61 7,13+0,65 6,47+0,63 p=0,012

# *

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych roznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)

* - statystycznie znamienne rdéznice pomigdzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 20. Ke (mmol/l)
# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomigdzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** _ statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa badang a grupg 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.3.5 Stezenie potasu w moczu — Ku
W przebiegu doswiadczenia odnotowano spadek dobowego wydalania Ky w
odniesieniu do grupy kontrolnej u kazdej z grup. W grupie 1 wydalanie obnizylo si¢ o

21 %, 49 % i 32 % odpowiednio w 7, 14 i 21 dniu doswiadczenia. W grupie 2 w 7, 14,
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I 21 dniu wydalanie Ky zmalato o 68 %, 72 % i 52 %. Najwigksze spadki wartosci

stezenia Ky zaobserwowano w grupie 3. Wynosity one odpowiednio w 7, 14 i 21 dniu

— 70 %, 83 % i 80 %. Wystapity takze istotne statystycznie roznice mi¢dzy grupami

eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.22., Ryc.21).

Tabela nr 22. Ku (mmol/24h)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2.
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml
0. 4,4+1,07 - -
7. - 3,45+0,55 1,39+0,53
# #*
14. - 2,23+0,45 1,25+0,24
# #
21. - 340,84 2,1+0,79
# #

Grupa 3. ANOVA

10%.tk./ml

1,34£046  p<0,001
# *

0,75+0,3 p<0,001
# *

0,89+0,42  p<0,001

#*

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne r6znice pomiedzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajagcym dniu (p<0,05)
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KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 21. Ku (mmol/24h)

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomigdzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.3.6 Frakcjonowane wydalanie potasu — FEK

Wartos¢ FEK to stosunek ilosci wydalanego K z moczem do ilosci K

przefiltrowanego w ki¢buszku. Do obnizenia wartosci FEK w odniesieniu do kontroli
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doszto w grupie 2 w 7 dniu doswiadczenia. Spadek artosci FEK wyniost 59 %. W

grupie 3 FEK utrzymywalo si¢ na obnizonym poziomie od 7 do 21 dnia

doswiadczenia. Wartosci FEK obnizone byly odpowiednio o 49 %, 74 % |

57 %. Zaobserwowano ponadto istotne statystycznie roznice migdzy grupami

eksperymentalnymi 2 i 3 (Tab.23., Ryc.22).

Tabela nr 23. FEK (%)

Dzien KONTROLA
0. 24,6948,72
7. -

14. -
21. -

Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
19,88+7,18 10,12+6,83 12,67+3,33 p<0,001
# #
18,12+4,32 21,62+13,22 6,33+£2,07 p=0,001
# **
23,3848 24,88+12,43 10,5+4,51 p=0,015
# **

p<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupg badang a grupa kontrolng (p<0,05)
** _ statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

M dzien0 M dzien7 Mdzienl4 Hdzien21l

KONTROLA

Grupa 1.

Grupa 2.

Grupa 3.

Rycina nr 22. FEK (%)

# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupa badang a grupa kontrolna (p<0,05)
** - gtatystycznie znamienne roznice pomig¢dzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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6.3.7 Wskaznik niewydolnosci nerek — RFI

Obnizenie wartosci RFI w odniesieniu do kontroli zaobserwowano w grupie 1

I 3w 7 dniu doswiadczenia. Spadki wynosity odpowiednio 48 % i 43 %. W grupie 3

obnizona warto$¢ RFI utrzymywata si¢ do konca do$wiadczenia, w 21 dniu byla

nizsza o 52 % od wartos$ci wyjsciowej. Natomiast w 14 dniu w grupie 2 — RFI bylo

wyzsze 0 248 % od wartosci z dnia ,,0”. Dodatkowo zaobserwowano istotne

statystycznie réznice mi¢dzy grupami eksperymentalnymi 1, 2 i 3 (Tab. 24., Ryc. 23.).

Tabela nr 24. RFI (mmol/l)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.
10%.t.k/ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml
0. 0,23+0,08 - - -
7. - 0,11£0,05 0,22+0,07 0,1+£0,06
# * # **
14. - 0,17+0,12 0,57+0,39 0,17+0,06
# * **
21. - 0,11+0,06 0,24+0,22 0,12+0,06
#

ANOVA

p<0,001
p<0,001

p=0,039

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych roznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne r6znice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)

* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

M dzien0 M dzien7 WMdzienl4 H™dzien21l

RFI {(mmol/1)

KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 23. RFI (mmol/l)

# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupa badana a grupa kontrolna (p<0,05)

* - statystycznie znamienne r6znice pomigdzy grupa badana a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne roznice pomigdzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)
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6.4 Analiza laboratoryjna bialek moczu

Analiza laboratoryjna biatek moczu polegata na pomiarze dobowego wydalania
biatka, ocenie selektywno$ci biatek oraz densytometrii frakcji albuminowe;.

6.4.1 Dobowe wydalanie bialka

Wzrost dobowego wydalania bialka z moczem w odniesieniu do grupy
kontrolnej, zaobserwowano w grupie 1 i 3. W grupie 1 do prawie 2 — krotnego
zwigkszenia stezenia biatka w DZM doszto w 21 dniu doswiadczenia. Podobny wzrost
wydalania wystapil w 7 dniu doswiadczenia w grupie 2, jednakze warto$ci te nie
osiggnety istotnosSci statystycznej. W grupie 3 prawie 3 — krotny wzrost wydalania
odnotowano juz w 7 dniu doswiadczenia. Dodatkowo zaobserwowano istotne
statystycznie roznice mi¢dzy grupami eksperymentalnymi 1 i 3 (Tab.25., Ryc.24).

Tabela nr 25. Dobowe wydalanie bialka (mg/24h)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%j.t.k./ml
0. 1,09+0,54 - - - -
7. - 1,58+0,99 2,11£1,53 2,85+2,61 p=0,022
#
14. - 0,97+0,64 1,8+1,39 1,63+1,8 p=0,235
21. - 2,07+1,25 1,61£1,1 0,49+0,23 p=0,006
# *

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne r6znice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 24. Dobowe wydalanie biatka (mg/24h)
# - statystycznie znamienne roéznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.4.2 Selektywnos¢ bialek moczu

Pierwsze zmiany selektywnos$ci biatek moczu zaobserwowano juz w 7 dniu
doswiadczenia w grupie 2 i 3. W grupie 2 — 25 % poddanych badaniu moczy miato
charakter prawidtowy, 25 % selektywny oraz 50 % nieselektywny. W grupie 3 nie
wystepowaty mocze prawidtowe, 75 % stanowity mocze o charakterze selektywnym i
25 % nieselektywnym. W 14 dniu w zadnej z tych grup nie wystepowal mocz o
charakterze prawidlowym. W grupie 2 potowe moczy stanowity te o charakterze
selektywnym, oraz pozostale o charaterze nieselektywnym. W grupie 3 wystepowato
75 % moczy o charaktere nieselektywnym i tylko 25 % o charakterze selektywnym.
Na wszystkich etapach doswiadczenia mocz w grupie 1 miat charakter prawidtowy

(Tab.26., Ryc.25,26,27,28.).
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Tabela nr 26. Selektywnos$¢ bialek moczu

Dzien

0.

14.

21.

Rodzaj moczu KONTROLA

Prawidtowy 100%

Selektywny -
Nieselektywny -

Prawidlowy

Selektywny -
Nieselektywny

Prawidlowy

Selektywny
Nieselektywny

Prawidlowy

Selektywny
Nieselektywny

Grupal.

Grupa2.

25%
25%
50%
0%
50%
50%
50%
25%
25%

Grupas.

0%
75%
25%

0%
25%
75%
50%
50%

0%

CHI-
KWADRAT
p=1
p=0,02

p=0,01

p=0,418

p=0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

Kontrola

0% 20% 40%
dzien 0

60%

80%

100%

P
M Sel
i N/Sel

P — mocz prawidlowy, Sel — mocz selektywny, N/Sel — mocz nieselektywny

Rycina nr 25. Selektywnos$¢ bialek moczu/ dzien 0
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Grupa 2. P
M Sel
- - - . i N/Sel
Grupa 1.
| | | | 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%

dzien 7

Rycina nr 26. Selektywnos$¢ bialek moczu/ dzien 7
P — mocz prawidlowy, Sel — mocz selektywny, N/Sel — mocz nieselektywny

Grupa 2. P
M Sel
- - - . i N/Sel
Grupa 1.
| | | | 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%

dzien 14

Rycina nr 27. Selektywnos$¢ bialek moczu/ dzien 14
P — mocz prawidlowy, Sel — mocz selektywny, N/Sel — mocz nieselektywny
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Grupa 3.

Grupa 2. P
M Sel
| i N/Sel
Grupa 1.
| | | | 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%
dzien 21

Rycina nr 28. Selektywno$¢ bialek moczu/ dzien 21
P — mocz prawidlowy, Sel — mocz selektywny, N/Sel — mocz nieselektywny

6.4.3 Densytometria frakcji albuminowej

Do zwigkszenia gestosci frakceji albuminowej w porownaniu do kontroli doszlo
u wszystkich grup eksperymentalnych. W grupie 1 warto$¢ relatywna frakcji
albuminowej wzrosta o 315 % w 14 dniu doswiadczenia. W 7, 14 i 21 dniu w grupie 2
wzrost ten wynosit odpowiednio — 400 %, 368 % i 461 %. W grupie 3 zwigkszenie
gestosci frakcji albumin wystapilo w 7 1 14 dniu 1 wynosito 425 % oraz 500 %.
Dodatkowo zaobserwowano istotne statystycznie roznice miedzy grupami
eksperymentalnymi 11 3 (Tab.27., Ryc.29.).

Tabela nr 27. Densytometria frakcji albuminowej

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3. ANOVA
10%j.t.k./ml 107j.t.k./ml 10%.t.k./ml

0. 737,09+111,66 - - - -

7. - 2815,25+1206,19 3694+2386,88 3870,33+2436,82 p=0,002
# #

14. - 3062,25£1172,65 3455,25+214,55 4422+490,82 p<0,001

# # #*

21. - 1821+908,38 4135,75+2861,6  4719+£3307,08  p=0,002

#

p<0,05 wskazuje na wystepowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi
# - statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa badang a grupa kontrolng (p<0,05)
* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
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Rycina nr 29. Densytometria frakcji albuminowej
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a grupa kontrolna (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.5 Ocena dobrostanu zwierzat doSwiadczalnych

Do oceny dobrostanu zwierzat doswiadczalnych postuzyta kontrola masy ciata
oraz masy spozywanego pokarmu.

6.5.1 Przyrost masy ciala

W grupie kontrolnej, zwierzeta przybieraly na wadze na kazdym etapie
eksperymentu. Utratg wagi u zwierzat zainfekowanych najnizsza i posrednig dawka
pateczki okreznicy (grupa 1 — 10°%j.t.k./ml i 2 — 107j.t.k./ml), zaobserwowano miedzy
14 a 21 dniem do$wiadczenia. W grupie 3 spadek wagi ciata odnotwano juz w
pierwszych dniach eksperymentu, jednakze wartoSci te nie osiagnely istotnosci
statystyczej. Zaobserwowano natomiast istotne statystycznie roéznice migdzy grupami

eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.28., Ryc.30.).
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Tabela nr 28. Przyrost masy ciala (g)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2.
10%.t.k./ml  10’j.t.k./ml
0-7 3,5+3,42 9,88+3,87 11,75+4,98
#
7-14 9,62+3,29 7,25+5,2 12,88+9,63
14-21 8+£2,07 -9,43£12,03 -13,25+7,5
# #

Grupa 3.
10°%.t.k./ml
-2,67+7,74

* *%x

-0,83+10,55

**

1+£3,55

**

ANOVA
p<0,001
p=0,018

p<0,001

p=<0,05 wskazuje na wystgpowanie statystycznie istotnych réznic migdzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a kontrola w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
* - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupa badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne roznice pomi¢dzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

M dzien0-7 Wdzien7-14 Wdzierld-21

=
4]
1

=
o

Przyrost masy ciata (g)
o [0y}

'
[0y}

K
o
1

KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 30. Przyrost masy ciala (g)
# - statystycznie znamienne réznice pomiedzy grupg badang a kontrolg w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
* - statystycznie znamienne réznice pomigdzy grupg badang a grupg 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupa badang a grupg 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.5.2 Waga spozywanego jedzenia

W trakcie doswiadczenia zaobserwowano, ze w grupie zainfekowanej

najnizsza i posrednia dawka bakterii (grupa 1 — 10%.tk./ml i 2 — 107j.t.k./ml) do

zmniejszenia apetytu zwierzat w odniesieniu do grupy kontrolnej doszto migdzy 14 a

21 dniem. W grupie 3 juz mi¢dzy 7 a 14 dniem waga spozywanego jedzenia byta

nizsza niz w grupie kontrolnej w odpowiadajgcych pomiarom dniach, a tendencja ta
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utrzymata si¢ do ostatniego dnia do$wiadczenia. Dodatkowo zaobserwowano istotne

statystycznie rdznice migdzy grupami eksperymentalnymi 1, 2, 3 (Tab.29., Ryc.31.).

Tabela nr 29. Waga spozywanego jedzenia (Q)

Dzien KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.
10%.t.k./ml  107j.t.k./ml 10%.t.k./ml
0-7 112,75+£13,07 110,88+31,53  105,12+32,78 123£20,5
7-14 116,88+9,89  125,75+£14,68 132,62+12,92  74,67+£31,92
# * *%*
14-21 129,95+10,77 95+22,7 95,12+£13,35  88,67+33,93
# # #

ANOVA
p=0,656
p<0,001

p=0,003

p=<0,05 wskazuje na wystepowanie statystycznie istotnych roznic miedzy grupami eksperymentalnymi

# - statystycznie znamienne réznice pomi¢dzy grupa badang a kontrola w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)
* - statystycznie znamienne réznice pomigdzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** - statystycznie znamienne réznice pomig¢dzy grupa badang a grupa 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

M dzien0-7 Mdziel7 -14 WM dzierld-21

2

3

Waga spozywanego jedzenia (g)
[+2]
o

)]
o

KONTROLA Grupa 1. Grupa 2. Grupa 3.

Rycina nr 31. Waga spozywanego jedzenia (g)

# - statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupg badang a kontrolg w odpowiadajgcym dniu (p<0,05)
* - statystycznie znamienne rdéznice pomi¢dzy grupg badang a grupa 1 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)
** _ statystycznie znamienne roznice pomiedzy grupa badang a grupg 2 w odpowiadajacym dniu (p<0,05)

6.6 Zbiorcze zestawienie analizowanych parametrow

Ponizej przedstawiono zestawienie wigkszosci analizowanych w pracy

parametréw. Zamieszczona tabela uwzglednia zmiany w pomiarach o statystycznie

istotnym znaczeniu (p<0,05) (Tab.30.).
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Tabela nr 30. Zbiorcze zestawienie analizowanych parametrow

Parametr

TNF a ‘

Objetos¢ DZM ‘ ‘ ‘

Kreatu ‘

Ureap ‘

Clurea ‘

Kwas moczowy P ‘ -

Urear/Kreap ‘

Kreau/ Kreap
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K ‘---‘T--‘TTl
FEK ‘---‘l--‘lll

Bialko w DZM

Masa ciala

6.7 Ocena histologiczna preparatow pecherzy i nerek

Kontrola. W preparatach histologicznych pecherzy i nerek nie stwierdzono
zmian patologicznych.

Grupa 1 (10%.t.k./ml). W preparatach histologicznych stwierdzono przewlekte
zapalenie pecherza moczowego z towarzyszacym owrzodzeniem, oraz masywnym
naciekiem granulocytarnym i limfocytarnym. Dodatkowo rozpoznano przewlekte
odmiedniczkowe i $rédmiagzszowe zapalenie nerek charakteryzujace si¢ w obrazie
niewielkim naciekiem limfocytarnym. Proces zapalny nie wykraczat poza rdzen nerki.

Grupa 2 (107j.t.k./ml). W preparatach histologicznych stwierdzono przewlekte

zapalenie pecherza moczowego z masywnym naciekiem granulocytarnym i
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limfocytarnym. Rozpoznano takze przewlekle odmiedniczkowe zapalenie nerek z
towarzyszacymi owrzodzeniami, oraz $rédmigzszowe zapalenie nerek z masywnym
naciekiem granulocytarnym i limfocytarnym zaréwno w obrebie miedniczki i rdzenia.
Proces zapalny nie wykraczat poza rdzen nerki.

Grupa 3 (10°%.t.k./ml). W preparatach histologicznych stwierdzono przewlekle
zapalenie pecherza moczowego z masywnym naciekiem granulocytarnym i
limfocytarnym. Rozpoznano takze przewlekte odmiedniczkowe zapalenie nerek, oraz
sroédmigzszowe zapalenie nerek obejmujace zaréwno rdzen i kore narzadu. Naciek

granulocytarny i limfocytarny w obrabie nerki scharakteryzowano jako masywny.
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- S8 &2
Zdjecie nr 1. Obraz mikroskopowy Sciany pecherza osobnika zdrowego,
barwienie H —-E, 10x

Zdjecie nr 2. Obraz mikroskopowy nerki osobnika zdrowego,
barwienie H — E, 20x
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‘}’ﬁ‘;"‘ ‘?"-.-J'»\ -
Zdjecie nr 3. Obraz mikroskopowy Sciany pecherza osobnika z
grupy 1 (10%j.t.k./ml), barwienie H —E, 10x

Zdjecie nr 4. Obraz mikroskopowy nerki osobnika z grupy 1
(10%j.t.k./ml), barwienie H — E, 20x
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grupy 2 (107j.t.k./ml), barwienie H —-E, 10x

Zdjecie nr 6. Obraz mikroskopowy nerki osobnika z grupy 2
(107j.t.k./ml), barwienie H — E, 20x
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Zdjecie nr 7. Obraz mikroskopowy Sciany pecherza osobnika z
grupy 3 (10%.t.k./ml), barwienie H —-E, 10x

Zdjecie nr 8. Obraz mikroskopowy nerki osobnika z grupy 3
(10° j.t.k./ml), barwienie H — E, 20x
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7. DYSKUSJA

OUN w populacji oséb dorostych, rozwija si¢ w konsekwencji wstepujacego
powiktanego OZN zaledwie w 2 — 3 % przypadkow [88]. W przeprowadzonym
eksperymencie, probujemy odpowiedzie¢ na pytanie — jaka dawka wysoce wirulentnej
pateczki okreznicy i czas od momentu jej podania potrzebne sa do rozwinigcia si¢
eksperymentalnego OUN bedacego konsekwencja ZUM.

Posiewy moczu. Wyniki posiewow moczu, ktore wykonywano na kazdym
etapie eksperymentu, miaty na celu odpowiedzie¢ na pytanie, czy w kazdej grupie
zwierzat w wyniku przezcewkowej injekcji pateczki okreznicy rozwineto si¢ ZUM. W
populacji ludzkiej diagnoz¢ ZUM potwierdza izolacja bakterii z materialu
biologicznego jakim jest mocz, pobrany w wystandaryzowany sposob. Rozpoznanie
infekcji drog moczowych wynika z zestawienia ilosci wyizolowanych bakterii w
badaniu mikrobiologicznym i §ci$le okreslonych regut rozpoznania ZUM [116, 117].
Ze wzgledu na brak standaryzacji pobierania moczu do celéw mikrobiologicznych u
zwierzat laboratoryjnych i brak okreslonych kryteriow rozpoznania stanu zapalnego w
drogach moczowych, wykonywane w trakcie do§wiadczenia posiewy potwierdzaty
jedynie jakosciowo obecno$¢ bakterii w drogach moczowych. Brak znamiennosci
statystycznej w ilosci izolowanych bakterii migdzy grupa kontrolng, w ktorej mocz byt
jatowy a grupami eksperymentalnymi, w ktorych izolowano w réznych ilosciach uzyta
w do$wiadczeniu pateczke okr¢znicy, wynika z faktu braku standaryzacji metody
pozyskiwania moczu do badania mikrobiologicznego. Mocz pobierano w przeciagu
pierwszej godziny od momentu rozpoczg¢cia DZM, po uzyskaniu ilo$ci pozwalajacej
na wykonanie badania. Inkubacja moczu w zbiorniku, bedacym elementem klatki
metabolicznej mogta sprzyja¢ namnazaniu bakterii, zatem liczba izolowanych w

badaniu bakterii byta sumg bakterii wydalonych z pecherza moczowego oraz bakterii
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namnozonych w trakcie procesu gromadzenia moczu do analizy. Z tego powodu
potwierdzenie aktywnosci 1 nasilenia stanu zapalnego w drogach moczowych
wymagato dodatkowo o0znaczenia markeréw stanu zapalnego — IL-6, TNF a, oraz
markeréw uszkodzenia nerek.

Ocena zakaZenia i intensywnosci stanu zapalnego. Ocenie natgzenia reakcji
organizmu na dopegcherzowe wprowadzenie paleczki okreznicy, postuzylo
monitorowanie poziomu cytokin prozapalnych: TNF o w surowicy i IL-6 w moczu. W
grupie zainfekowanej najwyzsza dawka bakterii kalowych (grupa 3 — 10%.t.k./ml), w
czasie trwania doswiadczenia zaobserwowano znamienne podwyzszenie st¢zenia obu
cytokin. Prawidlowo$¢ oznaczen potwierdzita histologiczna ocena uktadu moczowego,
w ktorej wykazano zajecie pecherza, rdzenia i kory nerek przez proces zapalny.

TNF a jest cytoking produkowang glownie przez monocyty i makrofagi, ktorej
podwyzszone stezenie wywotane m.in. OZN obserwuje si¢ zarOwno w surowicy jak i
w moczu. Jej prozapalne wlasciwosci to: aktywacja komorek procesu zapalnego do
wydzielania cytokin, dziatanie pirogenne i chemotaktyczne oraz stymulacja produkcji
biatka CRP [118]. Prozapalne dzialanie wykazuje takze IL-6, ktora wraz z TNF a
okreslane s mianem gldwnych markeréw, zardwno fazy ostrej jak i przewlektej stanu
zapalnego [119].

Ponad dwukrotny wzrost stezenia TNF o w grupie 3 (10%.t.k./ml), odnotowany
w ostatnim dniu doswiadczenia wskazywat na obecno$¢ aktywnie toczgcego si¢ stanu
zapalnego, oraz byl posrednio przyczyng masywnych naciekow komorek zapalnych w
obrgbie ukladu moczowego. Przypuszcza si¢, ze wartoSci stezenia cytokiny byly
zdecydowanie wyzsze na wczesniejszych etapach doswiadczenia, gdzie proces
zapalny mial charakter ostry. W eksperymencie Tugtepe i wsp., w modelu OZN

wywolanym iniekcja pateczki okreznicy (10%° j.t.k/ml) wykonang bezposrednio do
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rdzenia nerki, obserwowano 8 — krotny wzrost stgzenia TNF o w surowicy juz w 24 h
doswiadczenia i 10 — krotny wzrost w 7 dniu [120]. Natomiast Rugo i wsp., w mysim
modelu wstepujacego OZN wywotanym dopecherzowym wlewem pateczki okr¢znicy
(108 j.t.k/ml), brak detekcji TNF o w surowicy w pierwszych dwoch dobach, thumaczg
lokalng produkcja cytokiny w miejscu namnazania bakterii [121]. Mittal i wsp. z kolei
najwyzsze stezenie TNF o w surowicy w modelu wstepujacego OZN z
wykorzystaniem planktonicznego i pozyskanego z biofilmu szczepu Pseudomonas
aeruginosa, zaobserwowali w 5 dniu doswiadczenia [122]. Powyzsze eksperymenty
pokazuja dane tylko dla wymienionych, odmiennych od przedstawionych w naszym
eksperymencie punktéw czasowych. Ponadto w zdecydowanej wigkszosci prac ze
wzgledu na tatwo$¢ pozyskania materialu do badania, poziom TNF o monitorowany
jest w moczu, tym samym pojawia si¢ trudno$¢ w odniesieniu wynikéw naszych
badan do innych autorow.

IL-6 oznaczana w moczu to parametr stuzacy oOcenie aktywnos$ci stanu
zapalnego m.in. w drogach moczowych [123]. Wykorzystywana jest takze w celach
naukowych jako wczesny marker rozwoju OUN oraz prognozowania utrzymywania
si¢ uszkodzenia [98, 124]. W badaniach Rugo i wsp. poza analizg st¢zenia TNF o w
przebiegu OZN, skupiono si¢ takze na wydalaniu IL-6. Zaobserwowano wowczas, ze
najwyzsze stgzenie wydalanej z moczem IL-6 przypadato na 6 — 12 h po aktywacji
stanu zapalnego w drogach moczowych, po czym ulegato spadkowi i oscylowato
wokotl wartosci kontrolnych [121]. W naszym badaniu brak jest danych z tak
wczesnego etapu ZUM. Zauwazono natomiast, ze poziom IL-6 w moczu byt
najwyzszy w 14 dniu od aktywacji ZUM zaré6wno w grupie zainfekowanej posrednig
jak i najwyzsza dawka bakterii (grupa 2 — 107j.t.k./ml i 3 — 10%.t.k./ml). Wskazuije to,

ze w grupach tych zaistniato ryzyko rozwoju OUN w miedzy 7 a 21 dniem po indukcji

97



ZUM, przy czym zdecydowanie bardziej narazona na wystgpienie uszkodzenia byta
grupa 3 (10%.t.k./ml).

Ze wzgledu na wiasciwoséci pirogenne obu cytokin — IL-6 i TNF a,
postanowiono monitorowaé takze temperature ciata zwierzat z toczacym si¢ stanem
zapalnym w obrebie drog moczowych. Znamienne odchylenia od normy w cieptocie
zaobserwowano tylko na poczatkowym etapie do$wiadczenia u zwierzat
zainfekowanych niskg i posrednig dawka pateczki okreznicy (grupa 1 — 10°%j.t.k./ml i
2 — 10°j.t.k./ml). W pracy Otto i wsp. stwierdzono, ze goraczka u pacjentow z ZUM
jest wynikiem zwigkszonego uwalniania IL-6 przez komorki stanu zapalnego [125].
Nasze wyniki pokazuja, ze najwicksza zmiana cieptoty ciala nastgpita na etapie
eksperymentu, w ktorym nie odnotowano zmian w st¢zeniu tej cytokiny. Natomiast,
poczawszy od 7 dnia eksperymentu — nieprawidtowe, odbiegajace od normy wartosci
temperatury ciata u zwierzat, odnotowano we wszystkich grupach eksperymentalnych.
Pomiary te wskazywaly, ze zaréwno w grupie 1 (10%.t.k./ml), 2 (10’j.tk./ml) i 3
(10%j.t.k./ml) doszto do rozwinigcia si¢ stanu zapalnego w obrebie drég moczowych,
jednakze zmiany te nie korelowatly ze st¢zeniem cytokin o dziataniu pirogennym.

Laboratoryjna ocena funkcji filtracyjnej nerek. Zakazenie nerek, rozwijajace
si¢ w konsekwencji kolonizacji dolnego odcinka uktadu moczowego, rozpoczyna si¢
od rdzenia, przechodzac na przylegte cz¢sci kory. Bakterie w migzszu nerki powoduja
rozwoj stanu zapalnego i aktywacje procesOw immunologicznych, ktore przez lokalne
dziatanie cytokin zmieniaja hemodynamike narzadu, oraz prowadza do uposledzenia
jego funkcji. Rzadko obserwuje si¢ cechy niewydolnosci, istnieje jednak ryzyko
rozwoju ostrego srodmigzszowego zapalenia, bedacego jedng z przyczyn nerkowego
OUN [126,46]. IL-6 i TNF a sg cytokinami, ktorych podwyzszone st¢zenia $wiadczg o

aktywnosci stanu zapalnego, ale takze ze wzgledu na swoje prozapalne wtasciwosci sg
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odpowiedzialne za podtrzymanie tego procesu, poglebiajac uposledzenie funkcji
narzadu [127]. W naszym do$wiadczeniu to uposledzenie przejawia si¢ zmiang w
parametrach charakteryzujacych funkcje filtracyjne nerki.

Zajecie miazszu nerki przez bakterie i proces zapalny, doprowadzilo do
znacznego ograniczenia i zmniejszenia liczby sprawnych nefronéow — rdzeniowych w
przypadku grupy 2 (10°j.t.k./ml), rdzeniowych i korowych w przypadku grupy 3
(10%.t.k./ml). Konsekwencja tego procesu byl zaobserwowany przez nas spadek
diurezy, wzrost poziomu Kreatp i zmniejszenie Clkr — parametru odzwierciedlajacego
GFR. W obrebie grupy 2 (107j.tk./ml) i 3 (10°%.t.k./ml), w ktorych szczegodlnie
zauwazalny byt wzrost wydalania IL-6 z moczem, objetos¢ DZM w obu grupach w 14
I 21 dniu do$wiadczenia byta odpowiednio ~ 50 % i ~ 40 % mniejsza w poréwnaniu
do objetosci moczu z okresu przed indukcja ZUM. Poniewaz, jednym z kryteriow
rozpoznania OUN jest ograniczona produkcja moczu, przypuszcza si¢, ze w obrebie
grup zainfekowanych dawka posrednia i najwyzsza pateczki okreznicy (grupa 2 —
107j.tk/ml i 3 — 10%.t.k./ml) miedzy 7 a 21 dniem eksperymentu prawdopodobnie
doszto do rozwoju OUN.

Swiadczace o pogorszeniu sprawno$ci filtracyjnej narzadu, podniesienie
poziomu Kreap, zaobserwowano w 7 dniu do$wiadczenia w grupie 3 — 10%.t.k./ml
(40 %), oraz w 14 dniu w grupie 2 — 107j.t.k./ml (35 %). Podobny — 30 % i 40 %
wzrost kreatyninemii odpowiednio w 3 i 14 dniu do$wiadczenia, odnotowali
Malekinejad i wsp. przy srodmigzszowo wprowadzonej do nerki pateczce okreznicy w
dawce 10° — 107 jtk./ml [128]. Przeciwnie, zdecydowanie wyzszy, bo prawie
pieciokrotny wzrost poziomu Kreatp opisano z kolei w pracy Sener’a i wsp., w ktorej
OZN uzyskano przez $rodmiazszowa iniekcje E. coli w dawce 10 j.t.k./ml [129].

Wynikajgcy z zaobserwowanych przez nas zmian w poziomie Kreatp spadek GFR,
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odnotowano natomiast w 14 dniu do$wiadczenia w grupie 2 — 107j.t.k./ml (48 %), oraz
W 7 i 14 dniu w grupie 3 — 107j.t.k./ml (43 %, 52 %). W pracy Heyman’a i wsp., w
modelu OUN bedacym konsekwencja podania $rodka cieniujacego, spadek GFR byt
zdecydowanie wyzszy, wynosil az 71 % [130]. Nie ulega wigec watpliwosci, ze
pogorszenie czynnosci filtracyjnej nerki — wzrost kreatyninemii i obnizenie GFR —
zalezy od sposobu podania ($rédmigzszowo, przezcewkowo), rodzaju (bakteria,
kontrast) i dawki czynnika etiologicznego. W naszym przypadku potwierdza to wzrost
kreatyninemii w grupie zainfekowanej nizszg dawka paleczki okr¢znicy w
pézniejszym etapie doswiadczenia. Ze wzgledu na fakt, ze wzrost poziomu Kreap jest
kolejnym kryterium branym pod uwage przy diagnozowaniu OUN [80], mozna zatem
wnioskowaé, ze w grupie 2 (107j.tk./ml) i 3 (10%.t.k./ml) miedzy 7 a 21 dniem
doswiadczenia prawdopodobnie rozwingto si¢ OUN, przy czym w grupie 3
(10%.t.k./ml) funkcja filtracyjna nerki byta w wiekszym stopniu upo$ledzona.
Niekorzystnym zmianom w poziomie Kreap i GFR, towarzyszyly zarbwno w
grupie 2 (107j.t.k./ml) jak i 3 (10%.t.k./ml) zmniejszone wartoéci klirensu mocznika,
zwigkszone stezenia kwasu moczowego w surowicy i obnizone wydalanie kwasu z
moczem. Dowiedziono, ze wynikajace ze spadku przesaczania kiebuszkowego
zmniejszone wydalanie kwasu moczowego, jest przyczyna krystalizacji kwasu w
obrebie kanalika nerkowego i zaostrzenia procesu zapalnego obejmujacego nerki [131,
132]. Prozapalne dziatanie tego metabolitu, poza krystalizacjg, wynika réwniez z
aktywacji MCP-1, CRP, p38 MAPK, a takze dziatania prooksydatywnego.
Podwyzszone stezenie kwasu moczowego przez zahamowanie NOS1, redukcje NO
oraz stymulacj¢ ukladu RAA prowadzi do przebudowy naczyn w obrebie nerek i
uposledzenia ich funkcji [133,134]. Wysoki poziom tego metabolitu w surowicy

zwigksza ryzyko wystgpienia OUN u pacjentow po operacjach kardiochirurgicznych,
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w ktorych dochodzi do znacznego obnizenia nerkowego przeptywu krwi i spadku
GFR [135,136]. Obliczono takze, ze wzrost stgzenia kwasu moczowego u ludzi
0 1 mg/dl powyzej wartosci prawidtowych (15 — 30 %) zwigksza ryzyko wystapienia
OUN o0 74 % [137]. W przebiegu naszego do$wiadczenia, spadek GFR 0 34 % w
grupie 2 (107j.t.k./ml) spowodowat trzykrotny wzrost poziomu kwasu moczowego w
surowicy, natomiast obnizenie poziomu GFR 0 43 % w grupie 3 (10%.t.k./ml)
wywotato niemalze dwukrotny wzrost poziomu tego metabolitu. Wysokie st¢zenia w
surowicy i zmniejszone wydalanie kwasu z moczem utrzymywato si¢ do konca
eksperymentu. Na podstawie tych zmian i faktu, ze kwas moczowy jest markerem
wykrywania i oceny rozwoju OUN, mozemy przypuszczaé ze w grupie 2 (107j.t.k./ml)
i 3 (10%.t.k./ml), w przebiegu wstepujacego ZUM doszlo do ostrego uszkodzenia
narzadu w miedzy 7 a 21 dniem eksperymentu.

Ocena wplywu ZUM na gospodarke elektrolitowqg. Konsekwencja spadku
GFR, uszkadzajacego wptywu kwasu moczowego na nerki i zmian W retencji wody
byly zaobserwowane w doswiadczeniu zaburzenia gospodarki elektrolitowej
[138,139]. W grupach zainfekowanych posrednig i wysoka dawka bakterii pateczki
okreznicy (grupa 2 — 107j.t.k./ml i 3 — 10°%.t.k./ml) zaoberwowano hiperkaliemie i
hiponatremig, ktore potwierdzaty zajgcie nerek przez porces zapalny, oraz wskazywaty
na nerkowg etiologi¢ zaburzen [140,141]. Produkowane w miejscu objetym stanem
zapalnym mediatory, staty sie¢ przyczyng uposledzenia transportu jonowego i zmian w
homeostazie elektrolitowej. Zaobserwowana dyselektrolitemia wynikala glownie z
redukujgcego wptywu cytokin — IL-1 i PGE2 — na aktywnos$¢ Na-K-ATPazy blonowe;j,
oraz wplywu prostaglandyn na hemodynamike narzadu [104-106]. Hiperkaliemia i
hiponatremia sg zaburzeniami czesto diagnozowanymi wraz z rozpoznaniem OZN

[142,143,144] oraz OUN [145]. Hiponatremia w glownej mierze jest wynikiem
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przewodnienia zwigzanego z uposledzeniem diurezy — anurii lub oligurii, natomiast
hiperkaliemia rozwija si¢ w konsekwencji zaburzonego wydalania potasu przez
uszkodzone cewki [146]. W pracy Hsieh i wsp. wyliczono, ze W przebiegu przewleklej
choroby nerek kazdy spadek GFR o 10 ml/min generuje przyrost stezenia potasu W
surowicy 0 0,117 mmol/l [147]. W naszym eksperymencie 32 % spadek GFR w grupie
2 (107j.t.k./ml) i 43 % spadek GFR w grupie 3 (10%.t.k./ml) w 7 dniu do$§wiadczenia
byt przyczyng podniesienia poziomu potasu o odpowiednio 4,3 mmol/l i 2,55 mmol/l.
Natomiast obnizony o potowe GFR w 14 dniu do$wiadczenia w grupie 3 (10%j.t.k./ml)
spowodowal wzrost stezenia potasu w surowicy o 5,68 mmol/l. Zmianom tym w
obrebie obu grup — 2 (10/j.tk/ml) i 3 (10%.tk./ml) — towarzyszyt takze
potwierdzajacy wystgpienie hiperkaliemii spadek FEK. Przypuszczamy, ze wigkszy
przyrost stezenia potasu w surowicy zaobserwowany W naszym do$wiadczeniu
zapewne spowodowany byl odmiennym niz w PNN, ostrym przebiegiem procesu
zapalnego w obregbie narzadu, oraz wynikat takze z réznic w zakresie norm dla
stezenia potasu w surowicy zwierzat eksperymentalnych. Wspdtistnienie zaburzen
elektrolitowych, wraz ze zmianami warto$ci stezen parametrow $wiadczacych o
uposledzeniu funkcji filtracyjnej nerki, oraz histologicznym obrazem narzadu jest
dodatkowym czynnikiem sugerujacym mozliwo$¢ wystgpienia OUN w grupie 2
(10j.tk/ml) i 3 (10%.tk./ml) w przebiegu przeprowadzonego przez nas
doswiadczenia.

Oznaczanie stezenia elektrolitow w przebiegu OUN jest istotne nie tylko z
powodu konsekwencji, jakie niosg za sobg dyselektrolitemie, ale takze ze wzgledu na
fakt, ze pewne parametry pozwalajg na okreslenie przyczyny wystgpienia uszkodzenia
narzadu. Parametrem na podstawie ktérego w praktyce klinicznej rdéznicuje si¢

postacie OUN jest m.in. FENa [148]. Wedlug literatury spadek wartosci FENa
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przemawia za przednerkowg etiologia uszkodzenia narzadu, natomiast jego wzrost
potwierdza ze do rozwinigcia OUN doszto z przyczyn nerkowych [149,150]. Wyniki
oznaczen przeprowadzonych w trakcie naszego eksperymentu zasugerowaly, ze poza
nerkowa, wywotang ZUM etiologia uszkodzenia narzadu, w obrgbie jednej z grup,
moglo doj$¢ do rozwinigcia si¢ przednerkowej komponenty OUN czyli uogdlnionego
zakazenia organizmu. Na kazdym etapie do$wiadczenia obnizenie poziomu FENa
odnotowano w obrgbie grupy zainfekowanej najwyzsza dawka paleczki okreznicy
(grupa 3 — 10%.t.k./ml). W 7, 14 i 21 dniu FENa zmniejszyto sie o odpowiednio 63 %,
32 % i 53 %. Odmienng tendencj¢ zauwazono natomiast w grupie zainfekowanej
posrednig dawka bakterii (grupa 2 — 107j.t.k./ml). W 14 dniu eksperymentu wzrost
FENa wynosit az 147 %. Wskazuje to zatem na nerkowg etiologi¢ uszkodzenia
narzadu w obrebie grupy 2 (107j.t.k./ml) i przednerkowsa etiologie uszkodzenia w
obrebie grupy 3 (10%.tk./ml). W badaniach Langenberg’a i wsp. w modelu ostre;
niewydolnosci nerek spowodowanej wprowadzeniem pateczki okr¢znicy (dawka 3,9 x
10° j.t.k./ml) do krwioobiegu, zaobserwowano zmniejszenie wartosci FENa az 0 92 %
[151]. Wigkszy spadek wartosci tego parametru, w porownaniu do uzyskanych przez
nas wynikoéw, wynikat zapewne ze sposobu podania bakterii i ilosci bakterii krgzacych
w krwiobiegu, ale takze z faktu wspotistnienia w naszym modelu takze nerkowej
komponenty uszkodzenia narzadu. Przednerkowsa etiologi¢ uszkodzenia nerek w
grupie 3 (10%.t.k./ml) potwierdza réwniez zdecydowanie nizsze niz w grupie 2
(107j.t.k./ml) wydalanie sodu, ale takze obnizenie wartoéci FEUrea — czyli parametrow
wykorzystywanych w réznicowaniu OUN.

Analiza laboratoryjna biatek moczu. Do masywnej utraty biatka w przebiegu
ostrej postaci CSZN dochodzi jedynie w zapaleniu indukowanym nadwrazliwos$cia na

leki (np. NLPZ). W wynikach badania moczu pacjentow z ostrym infekcyjnym OZN —
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przeciwnie — nie stwierdza si¢ duzego bialkomoczu, zwykle nie przekracza on
wartosci 1g/24h [152, 153]. Ze wzgledu na etiologic bakteryjng CSZN, w trakcie
prowadzonego przez nas eksperymentu, zaobserwowano umiarkowanie zwigkszone
wydalanie biatka w kazdej z grup, przy czym najwigksza proteinuria dotyczyta grupy
zainfekowanej najwyzsza dawka pateczki okreznicy (grupa 3 — 10%.t.k./ml).
Wydawalo by sig, ze zwigkszone wydalanie biatka z moczem wigze si¢ z obecnoscia
bakteryjnego stanu zapalnego uktadu moczowego, ktory gtownie powoduje wzmozong
produkcj¢ biatka — uromoduliny, wiazgcego bakteryjne fimbrie typu I. W celu
doktadniejszej analizy bialkomoczu, wykonano badanie selektywnos$ci biatek, ktore
ujawnito ze w grupie zainfekowanej niska dawka paleczki okrgznicy (grupa 1 —
10%j.t.k./ml), mocz na kazdym etapie badania pozostaje prawidtowy z zauwazalnym
poszerzeniem strefy albuminowej. Odmienna sytuacja miata miejsce w obrgbie grupy
2 (107j.t.k./ml) i 3 (10%.t.k./ml), gdzie charakter biatkomoczu zmieniat sie W przebiegu
doswiadczenia. Poza poszerzeniem strefy albuminowej, stwierdzono w moczu grup
zainfekowanych posrednig i najwyzsza dawka bakterii pateczki okreznicy (grupa 2 —
107j.t.k./ml, grupa 3 — 10%.t.k./ml) obecnos¢ transferyny oraz immunoglobulin, a
zmiany te utrzymywaly si¢ az do 21 dnia do$wiadczenia. Obserwowano zaréwno
mocz selektywny i nieselektywny — co pozwala wnioskowac, ze w wyniku dziatania
cytokin, enzyméw i wolnych rodnikéw uwalnianych przez komorki uktadu
biatkrwinkowego, poza zajeciem przez proces zapalny kompartmentu cewkowo —
srodmigzszowego, doszto takze do uszkodzenia ktgbuszkow nerkowych. Murakami i
wsp. opisuje zmiany w selektywnosci bialek moczu w przebiegu OUN, bedacego
konsekwencjg nefropatii naczynioruchowej [154]. Zmiany w profilu biatek
wydalanych z moczem w przebiegu uszkodzenia narzadu nalezy wigc thumaczy¢

zaistnialg w trakcie uszkodzenia dysfunkcja komorek kiebuszka — podocytow.
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W pracy Oudemans-van Straaten, udowodniono ze surowica pacjentow z ostrg
niewydolno$cig nerek, rozwijajaca si¢ w konsekwencji bekteriemii, w warunkach in-
vitro dziata proapoptotycznie na komorki cewek nerkowych i podocytow, co skutkuje
zmianom selektywnos$ci biatlek wydalanych z moczem [155]. W poréwnaniu z
podocytami, komoérki nabtonkowe cewek nerkowych sa wrazliwsze na spadek
przeptywu nerkowego, natomiast podycyty bardziej narazone sa na dziatanie cytokin,
oraz w przypadku etiologii bakteryjnej — endotoksyn. Reasumujac dysfunkcja
nabtonka cewek nerkowych 1 podocytow wynika z odrebnego patomechanizmu
uszkodzenia tych struktur, co w wynikach laboratoryjnych widoczne jest jako zmiana
selektywnosci biatek wydalanych z moczem.

Zbiorcze zestawienie amalizowanych wynikéow. Analizujac  zbiorcze
zestawienie wynikow, widoczna jest zalezno$¢ pomiedzy dawka czynnika
etiologicznego uzytego w doswiadczeniu a obserwowanymi skutkami. W grupie
zainfekowanej niskg dawka pateczki okreznicy (grupa 1 — 10° j.tk./ml), zmiany w
funkgcji filtracyjnej nerki s3 najmniej nasilone, niemniej jednak rdwniez w obrebie tej
grupy w badaniu histologicznym stwierdza si¢ obecnos$¢ bakterii w migzszu narzadu.
Im wyzsza dawka pateczki okr¢znicy, tym wigcej parametrow analizowanych w
do$wiadczeniu ulegatlo pogorszeniu, oraz tym wigkszy obszar narzadu zostal objety
przez proces zapalny. Na podstawie uzyskanych w trakcie eksperymentu wynikow
mozna ustali¢ pewng granice miedzy dawka odpowiedzialng za objawy nerkowego
OUN, a dawka w konsekwencji ktorej podania poza komponenta nerkowsg
uszkodzenia rozwija si¢ takze zakazenie ogdlnoustrojowe. Wykazanie przez nas tej
zaleznosci, wydaje si¢ mie¢ duze znaczenie kliniczne. Pozwala to z duzym
prawdopodobienstwem zalozy¢, ze nawet u pacjenta z bezobjawowym

bakteriomoczem, ktory zgodnie z wytycznymi postepowania terapeutycznego nie musi
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podlega¢ eradykacji drobnoustrojow z uktadu moczowego, moze rozwinaé si¢ CSZN,
ktore z kolei zwigksza ryzyko wystgpienia ostrej lub przewlektej postaci uszkodzenia

narzadu.
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8. WNIOSKI

1. OZN rozwija si¢ w wyniku indukcji ZUM z zastosowaniem kazdej, uzytej
w doswiadczeniu dawki bakterii pateczki okreznicy z czynnikiem
wirulencji odpowiadajacym za kolonizacje gornego odcinka uktadu
moczowego — fimbrii typu II.

2. Dawka indukujaca ZUM ma wptyw na przebieg zakazenia oraz rozleglo$¢
stanu zapalnego uktadu moczowego wedlug prostej zaleznoséci — im wyzsza
dawka indukujaca tym gwaltowniejszy przebieg zakazenia, oraz wigkszy
obszar narzadu objety procesem zapalnym.

3. OUN w przebiegu OZN byto konsekwencja przezcewkowej indukcji ZUM
z wykorzystaniem wysokowirulentnej bakterii pateczki okrgznicy w dawce
107 10° j.t.k./ml.

4. Wzrostowi poziomu Kkreatyniny w surowicy i zaburzeniom diurezy
towarzyszyly zwigkszone stezenia markerow OUN — IL-6 i kwasu
Moczowedgo.

5. Dawka posérednia pateczki okreznicy — 107 j.tk./ml byla przyczyng
izolowanego, nerkowego OUN, natomiast dawka 10° j.tk. spowodowata
OUN bedace konsekwencja wstepujacego OZN, ale takze bakteriemii i
urosepsy (komponenta przednerkowa).

6. Precyzyjne okreslenie czasu wystgpienia OUN w obrebie grup wymaga

przeprowadzenia badan w oparciu o mniejsze odstepy czasowe.
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9. SUMMARY

Zapalenie ukladu moczowego jest schorzeniem w 80 % przypadkéw
wywolanym przez bakterie — pateczke okreznicy. Ogranicza si¢ najczesciej do dolnego
odcinka uktadu moczowego, moze przebiega¢ rowniez jako OZN, ktore z kolei jest
czynnikiem ryzyka rozwoju OUN. OUN jest gwaltownym pogorszeniem si¢ funkcji
narzadu, diagnozowanym na podstawie wzrostu kreatyniny w surowicy i zaburzen
diurezy. Stan ten obarczony jest wysokim ryzykiem zgonu, oraz rozwoju PNN.

Celem doswiadczenia bylo analityczne opracowanie modelu OUN, ktore
rozwija si¢ w wyniku wstepujacego ZUM, spowodowanego najczesciej izolowang z
moczu pacjentéw bakterig — paleczka okreznicy.

Do badania nad OUN bedacym konsekwencja ZUM wykorzystano samice
szczuréw rasy Wistar. Zwierzeta podzielono na grupy. Grupie 1, 2 i 3 ZUM
indukowano przez przezcewkowy wlew zawiesiny bakterii w trzech réznych dawkach,
odpowiednio — 10°, 107, 10° j.t.k./ml. W 0, 7, 14 i 21 dniu do$wiadczenia w celu oceny
funkgji filtracyjnej nerek pobierano mocz i krew do analizy. Zanalizowano 30 réznych
parametrow, takich jak: objetos¢ DZM, wydalanie biatka z moczem, TNF a, FENa,
FEK, kwas moczowy w surowicy i w moczu, kreatynina i mocznik w surowicy i w
moczu itp.

Z przeprowadzonych badan wynikalo, ze OZN rozwija si¢ w wyniku indukcji
ZUM z zastosowaniem kazdej, uzytej w doswiadczeniu dawki bakterii paleczki
okre¢znicy z czynnikiem wirulencji, odpowiadajagcym za kolonizacj¢ gornego odcinka
uktadu moczowego — fimbrii typu II. Dawka indukujgca ZUM miala wpltyw na
przebieg zakazenia oraz rozleglos¢ stanu zapalnego uktadu moczowego wedlug proste;j
zalezno$ci — im wyzsza dawka indukujgca tym gwaltowniejszy przebieg zakazenia,

oraz wigkszy obszar narzadu objety procesem zapalnym. OUN w przebiegu OZN bylto
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konsekwencja przezcewkowej indukcji ZUM z wykorzystaniem wysokowirulentnej
bakterii pateczki okreznicy w dawce 107 i 10° j.tk./ml (grupa 2 i 3). OUN
diagnozowano na podstawie wzrostu poziomu kreatyniny w surowicy i zaburzen
diurezy, ktorym towarzyszylty zwigkszone stezenia markeréw OUN — IL-6 i kwasu
moczowego. Dawka posérednia pateczki okreznicy — 107 j.tk./ml byta przyczyng
izolowanego, nerkowego OUN, natomiast dawka 10° j.t.k./ml spowodowata OUN
bedace konsekwencja wstgpujacego OZN, ale takze bakteriemii 1 urosepsy
(komponenta przednerkowa).

Na podstawie uzyskanych wynikow nie mozna okresli¢ konkretnego czasu
wystapienia uszkodzenia narzadu, poniewaz wymaga to przeprowadzenia badan w

oparciu o mniejsze odstepy czasowe.

Urinary tract infection — UTI — is a disease in 80 % of cases caused by
Escherichia coli. It mostly affects the lower urinary tract, and it may also occur as
pyelonephritis, which in turn is a risk factor for acute kidney injury — AKI.
AKI is rapid deterioration of kidney function, which is diagnosed on the basis of
creatinine plasma increase and diuresis disorders. This condition involves high
morbidity risk or occurrence of chronic kidney disease.

The aim of the experiment was to develop an analytical model of the AKI that
develops as a result of ascending UTI caused most frequently by the isolated from the
urine of patients bacteria - E. coli.

For studies of AKI which occurs as a consequence of UTI, female Wistar rats
were used. The animals were divided into groups. On zero day, group 1, 2 and 3 UTI
was induced via urethra infusion of a suspension of bacteria in three different doses of

—10°, 107, 10° c.f.u./ml. On the days 0, 7, 14 and 21 of the experiment urine and blood
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were taken for analysis, in order to assess the renal filtration function. 30 various
parameters were analyzed such as: amount of 24-hour-urine collection, protein in
urine, TNF o, FENa, FEK, uric acid plasma and urine level, creatinine and urea
plasma and urine level etc.

The studies showed that pyelonephritis develops as a result of induction of UTI
by using in the course of experiment, any of the doses of the bacteria E. coli with
virulence factor responsible for the colonization of the upper urinary tract - type Il
fimbriae. UTI — inducing dose had an impact on the course of infection and the extent
of inflammation of the urinary tract by a simple relationship — the higher the induced
dose is, the more rapid is the course of the infection, and the larger the area of the
organ involved in the process of inflammation. AKI in the course of pyelonephritis
was the consequence of transurethral induction of UTI by using highly virulent
bacteria E. coli in a dose 10° and 10° c.f.u/ml (group 2 and 3). AKI was diagnosed on
the basis of the growth in serum creatinine level and urine disorders, accompanied by
increased concentrations of markers of AKI — IL-6 and uric acid. The intermediate
dose of E. coli — 107 c.f.u/ml was the cause of isolated, renal AKI, whereas dose 10°
c.f.u/ml caused AKI as a consequence of UTI ascend, but also bacteremia and
urosepsy (prerenal component).

On the basis of the results obtained in the experiment, the particular time of the
occurrence of the organ defect cannot be specified, because it requires testing based on

smaller time intervals.
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11. SPISRYCIN | TABEL

Ryciny:

Rycina

Opis

Stezenie 1L-6 w DZM (pg/24h)

Stezenie TNF a w surowicy (pg/ml)

Pomiar temperatury (C°)

Objetosé DZM (ml/24h)

Kreap (umol/l)

Kreay (umol/24h)

Clx: (ml/min)

Ureap (mmol/l)

Ureay (mmol/24h)

CIUrea (ml/m'n)

FEUrea (%)

Stezenie kwasu moczowego w surowicy (pmol/l)

Stezenie kwasu moczowego w moczu (pumol/24h)

Wspotczynnik Ureap/Kreap

Wspotczynnik Ureau/Ureap

Wspotczynnik Kreau/Kreap

Nap (mmol/l)

Nau (mmol/24h)

FENa (%)

Kp (mmol/l)

Ku (mmol/24h)

FEK (%)

RF1 (mmol/l)

Dobowe wydalanie biatka (mg/24h)

Selektywnos¢ biatek moczu/ dzien 0

Selektywno$¢ biatek moczu/ dzien 7

Selektywnos¢ biatek moczu/ dzien 14

Selektywnos$¢ biatek moczu/ dzien 21

Densytometria frakcji albuminowej

Przyrost masy ciala (g)

R IR I I I I ST DT DT T 1 0] [ PN Uy g I U I IR IR PN
ROl vloa s wNFo|o|m|wlooslw|Nk|o|@e N o OA W IN I

Waga spozywanego jedzenia (g)
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Tabele:

Tabela

Opis

Posiewy moczu (j.t.k./ml)

St¢zenie IL-6 w DZM (pg/24h)

Stezenie TNF o w surowicy (pg/ml)

Pomiar temperatury (C°)

Objctos¢ DZM (ml/24h)

Kreap (umol/l)

Kreay (umol/24h)

Clx: (ml/min)

Ureap (mmol/l)

Ureau (mmol/24h)

CIUrea (ml/mln)

FEUrea (%)

Stezenie kwasu moczowego w surowicy (umol/l)

Stezenie kwasu moczowego w moczu (umol/24h)

Wspotczynnik Ureap/Kreap

Wspotczynnik Ureau/Ureap

Wspotczynnik Kreau/Kreap

Nap (mmol/l)

Nau (mmol/24h)

FENa (%)

Kp (mmol/l)

Ku (mmol/24h)

FEK (%)

RF1 (mmol/l)

Dobowe wydalanie biatka (mg/24h)

Selektywnos$¢ biatek moczu

Densytometria frakcji albuminowej

Przyrost masy ciata (g)

Waga spozywanego jedzenia (g)

R IS IS I DT D ST E ST 1 X [ PN g Y I U P I U PN
OlO|o|V|O|aA|RWIN|F|O|lo|o|~N|lo|abd|lw| Nk |lo]@ RN oA WIN (-

Zbiorcze zestawienie analizowanych parametrow
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Zdjecia:

Zdjecie Opis

1 Obraz mikroskopowy $ciany pgcherza osobnika zdrowego, barwienie
H-E, 10x

2 Obraz mikroskopowy nerki osobnika zdrowego, barwienie H — E,
20X

3 Obraz mikroskopowy $ciany pegcherza osobnika z grupy 1
(10%j.t.k./ml), barwienie H —E, 10x

4 Obraz mikroskopowy nerki osobnika z grupy 1 (10%.t.k./ml),
barwienie H — E, 20x

5 Obraz mikroskopowy $ciany pegcherza osobnika z grupy 2
(107j.t.k./ml), barwienie H —E, 10x

6 Obraz mikroskopowy nerki osobnika z grupy 2 (107j.t.k./ml),
barwienie H — E, 20x

7 Obraz mikroskopowy $ciany pecherza osobnika z grupy 3
(10%.t.k./ml), barwienie H —E, 10x

8 Obraz mikroskopowy nerki osobnika z grupy 3 (10° j.t.k./ml),

barwienie H — E, 20x
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