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DISCUSSION

Growth patterns of stock cultures grown in Korthof's
medium w.ith a tota1 iron concentraJtion of 250 - 350 iLg.
Fe+++/loo ml. showed a generally delayed lag phase, an
increased logarithmic phase, and maintenance of an ade
quate growth density for more than 60 days, if the iron
added was in the ferric state. If ferrous iron to the same
concentration was added, a growth response similar to that
reported by other workers was obtained,5.•.13 ,in l1espect of
the duration of the lag phases and logarithmic phase, while
the total density and survival rate appeared only slightly
increased.

These results seem to indicate that ferric iron is not only
an adequate substitute for haemoglobin in its growth
promoting activity in vitro, but also retains its effectiveness
longer than that of haemoglobin, which is soon 10st.ls Less
luxuriant and different growth patterns observed with
ferrous as opposed to ferric iron, together with the slower
but more prolonged effect of ferric iron, seem to suggest
its utilization and incorporation into respiratory enzyme
systems.

To determine the possible iron-uptake of these organ
isms, chemicaI estimations were ifesorted !to a£ter filtration
of a culture through a collodion membrane. This pro
cedure did not affect the total iron content of the medium
as indicated by control tests. In spite of the fact 'that dense
growths of cultures were removed from the medium, tests
have failed to show any iron-utilization in 3 successive
experiments (Table llI). Because of the slow growth rate
and low metabolic activity of the organisms in vitro, it
can be assumed that the amount of iron incorporated' by
the organism would be in the region of a few micrograms
per ml. of medium and would therefore fall outside the
range of the test employed.

According to Fulton and SpoonerS replacement of rabbit
albumin by versene (sodium salt of EDTA) inactivating
metallic ions by chelation, did not inhibit respiration of
L. icterohaemorrhagiae in its presence. They further found
that respiratio'n of L. icterohaemorrhagiae was not stimu
lated by haemoglobin, confirming Marshall's9 observation.
The mode of action of iron would therefore seem to be
rather on the slower processes affecting growth than on
respiratory stimulation. Mino'sl6 observation that leptospira
can live in guinea-pig blood cultures from 16 to 24 months

could be explained on this basis, namely, that sufficient
iron is present for growth utilization.

A narrow limit of iron concentrati:>n has not been
observed as found in the case of toxin production by
C. diphtheriae. Addition of more than 300 iLg. of iron
from the stock solution will cause rapid changes in the
pH of the medium because the solution itself is acidic.
No evidence of iron-adaptation has been observed. Initial
luxuriance of cultures did not seem to affect the survival
rate of cultures in Korthof's medium at 27°C. L. ictero
haemorrhagiae showed the shortest ben:.:ficial effect, while
L. pomona and L. canicola showed the longest, the latter
2 strains having been successfully subcultured after a period
of 11 months. As a routine, subcultures were successfully
canried out every 2 months in KoI'thof's medium sup
plemented with iron.

SUMMARY

The growth patterns of Leptospira icterohaemorrhagiae,
L . .pomona, L. canicola and L. sejrcP have been studied
with regard to ferrous iron, ferric iron, and haemoglobin.
Ferric iron was found to have a prolonged influence on
growth and reproduction of these organisms. The effect
seems to be on growth rather than respiration. The
addition of iron to Korthof's medium not only represents
an improved culture medium, but also appreciably reduces
the amount of subculturing necessary to preserve the
strain. Chemical analysis failed to demonstrate any uptake
of iron.

I am grateful to Prof. H. D. Brede, under whose <fu-ection
this study was carried out, for his help and encouragement.
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DIE INVLOED VAN SILIKA, ALUMINIUM EN KALSIUMFLUORIED OP DIE

LONGE EN DIE RESPIRATORIESE ENSIEME VAN PROEFDIERE*

F. M. ENGELBRECHT en F. J. BURGER, Departement van Fisiologie, Universiteit van Stellenbosch

By die vorige stafdag-byeenkoms is 'n oorsig aangebied
van ons navorsingswerkl in verband met die moontlike
meganisme van silika in die patogenese van silikotiese
kollageennodules. Aangesien silikonsuur die respiratoriese
ensieme en spesifiek die sitochroom-oksidase-sisteemS be-

* Lesing Igelewer tydens die Jaardag van die Mediese Skool
van die Unriversiteit van Stellenbosoh en Karl Bremer-hospitaal,
Bellville, 8 - 9 Augustus 1961.

duidend onderdruk, is die gevolgtrekking gemaak dat die
hipoksie-toestand wat moontlik in bepaalde loci in die
long geskep word, die grondslag mag le vir die genese van
silikotiese fibrose en veral vir die kollagenisasie van die
bindweefselvesels om die klassieke kollageen-nodules te
vorm.

Alhoewel ons2 genoegsame getuienis kon vind dat sili
konsuur 'n lokale hipoksie-toestand in die long kan onder-
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A/b. 1. Rotlong, 90 dae na inspuiting 'Varn 50
fibrose. Silwecimpregnasie (X 100).
A/b. 2. ROLlong, 90 dae na inspuiting 'Van 50 mg. aJluminiumoksied, met sellulere kollageennodules. Graad 3 fibrose.
Silwerimpregnasie (X 100).
A/b. 3. RotlOJ]g, 90dae na inspuiting yarn 50 m-g. kalsiumfluoried met kompakte retikulere nodules en enkele kollageen
vesels. Graad 2 jiibrose. Sllwer-impregnasi~ (X 100).

hou, kon geen direkte bewyse gelewer word dat kollageni-.
sasie die gevolg is van die inhibisie van die respiratoriese
ensieme nie. Gp intratrageale toediening van die meeste
stowwe ontstaan 'n wydverspreide retikulinose in die long
wat egter, in geval van nie-patogene-stowwe, van verby
gaande aard is. In teenstelling hiermee is waargeneem dat
patogene stowwe die retikulinose vir 'n lang tyd onderhou
en dat kollagenisasie van ·die retikulere vesels plaasvind.
Die omvang van die kollagenisasie toon 'n oenskynlike
korrelasie met die toksisiteit van die bepaalde stof.

Aangesien ander stowwe as silika pneumokoniose-ver
wekkend'" is en ook tipiese kollageennodules rn die Jonge
veroorsaak, moet hierdie stowwe dus ook die respiratoriese
ensiem-aktiwiteit onderdruk, indien die opvatting van
Engelbrecht en Burger korrek is.

Die huidige navorsingsprojek was dus sodanig beplan
dat 'n vergelykende studie van die fibrogenetiese eien
skappe van siIika, aluminium en kalsiumfIuoried in die
longe van rotte gemaak kon word. Terselfdertyd is die
invloed van hierdie stowwe op die respiratoriese ensieme
in vitro ondersoek om vas te stel of daar enige korrelasie
bestaan tussen die fibrogenesiteit van 'n bepaalde stof en
sy inhibitoriese invloed op die respiratoriese ensieme.

MATERIAAL E TEG IEK

Vir die vergelykende studie van die fibrogenesiteit van
silika, aluminium en kalsiumfIuoried is gebruik gemaak
van albino rotte. Die stofmonsters is in 'n agaatmeul
gemaal ltotdat 90% van die partiekels kleiner was as 5 /L

1 rnl. gesteriliseerde stofsuspensie (50 mg.jmI.) is van
elke stofsoort by een van drie groepe proefdiere van 20
elk, intratrageaal toegedien volgens die metode van King
et aP Die diere is in duplikaat op gesette tye gedood
(Tabel n, en die longe verwyder; vir histologiese onder
soek voorberei; geverf met H. en E. en met siIwer ge
impregneer volgens Gorden en Sweet6 vir die bepaling van
die graad van fibrose.7

Vir die bepaling van die invloed van silika, aluminium
en kalsiumfluoried op die aktiwiteit van sitochroom-oksi-

dase, barnsteensuur-oksidase, barnsteensuur-dehidrogenase,
peroksidase, katalase en glutatioon, is gebruik gemaak van
standaardmetodes wat ons reeds volledig beskryf het.s

RESULTATE

In die vergelykende studie van die fibrogenesiteit van silika,
aluminium en kalsiumfIuoried is opvallende verskille waar
geneem in die grade van fibrose sowel as in die verIoop en
aard van die fibrose-reaksie. Hierdie veranderinge word
duidelik weerspieel in Tabel I en meegaande fotomikro
grawe.

Volgens die histopatologiese verandering gee silika-stof
by verre die omvangrykste fibrose en bereik die kollageni
sasieproses reeds graad 4 fibrose in 90 dae, d.w.s. kompakte
asellulere kollageennodules (Mb. n.

Aluminium is aanvanklik ook besonder fibrogeneties en,
geoordeel na die verIoop van die kollagenisasieproses, is die
patogeniteit van hierdie stof byna in ooreensternming met
die van silika oor die eerste 60 dae. Die verspreiding van
die retikulere netwerke is egter meer diffuus van aard en
kollagenisasie minder uitgesproke sodat slegs graad 3
fibrose by 90 dae bereik word (Afb. 2). In die latere
stadia van die eksperiment tree oenskynlik 'n mate van
regressie van die half-gekollageniseerde nodules in sodat
by 120 dae weer graad I fibrose aangetref word (Tabel I).

TABEL I. GRADE VAN FIBROSE DEUR SILIKA,
ALUMINlUMOKSIED EN KALSIUMFLUORIED IN DIE LONGE VAN

PROEFD~ TEWEEGGEBRING*

Aluminium- Kalsium-
Tyd Silika oksied fluoried

30 dae 3 2 2
60 dae 2 3 2
90 dae .. 4 3 2

120 dae .. 4 1 2

·Grade van fibrose geklassifiseer volgens King et al.'
Graad I. Fyn losgerangskikte retikuJere netwerk wat in digtbeid 'n toename

ha die normaJe toon.
Graad 2. Kompakte retikuJere bindweefselnoduJes met enkele koUageen-

vesels.
Graad 3. SeUulere bindweefselnodules wat boofsaaklik uit kollageen bestaan.
Graad 4. AseUuJere koUageennodules.
Graad 5. AaneenJopende aseUulere koUageennodules.
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Kalsiumfluoried veroorsaak slegs wydverspreide retiku
lere nodules met 'n besondere losse rangskikking waarin
enkele vesels hier en daar kollagenisasie ondergaan (Afb.
3). By 90 dae word 'n vroee graad.2 fibrose bereik wat
hoofsaaklik om die brongiolere buisies gekonsentreer is.

Uit die vergelykende studie het duidelik geblyk dat die
fibrose-reaksie wat opgewek word deur hierdie drie stowwe
in graad en omvang verskiI en dat die patogeniteit in die
volgende volgorde afneem: silika > aluminium > kalsium
fluoried.

Aangesien ons beweer dat die proses van kollagenisasie
van die retikulere-vesels moontlik ontstaan as gevolg van
die inhibitoriese invloed van silika op die respiratoriese
ensieme in die longe, is die invloed van silika, aluminium
en kalsiumfluoried op verskeie ensiem-sisteme respektiewe
lik bestudeer. Die resultate word kortliks saamgevat in
Tabel H.

TABEL IT. DIE DIFFERENSIELE INVLOED VAN SILIKONSUUR,
ALUMINIUMCHLORIED EN NATRIUMFLUORIED OP DIE
RESPIRATORIESE ENSIEME AANGEDUI AS PERSENTASlE

I1,jHIllISIE(-) OF STIMULASIE(+)
SilikOIl- Aluminium- Natrium-

Ellsieme suur cltloried jfuoried
lO-3M 4xlO-3M 2xJO-2M

% % %
Sitochroomoksidase -77 -40 0
Barnsteensuuroksidase .. -50 -22 -58
Barnsteensuurdehidro-

genase 4·2 - 4-0 -25
Peroksidase 7·4 - 3 0
Katalase _. 0 +38 +40
Glutatioon 1·5 + 2 + 2

Die volgende waarneminge word gemaak:

1. Silikonsuur (l0-3M) en aluminiumcbloried (4 X 1O-3M)
gee 'n beduidende inhibisie van die sitochroom-oksidase
sisteem met 77% en 40% respektiewelik. Natriumfluoried
(2 X 1O-2M) bei"nvloed glad nie bierdie ensiem-sisteme nie.

2. Gp die barnsteensuur-oksidase-sisteem het natrium
fluoried 'n inhibisie van 58 %. SiIika volg tweede met 'n
inbibisie van 50% terwyl aluminium slegs 'n 22% inhi
bisie veroorsaak. Aangesien natriumfluoried nie die sito
chroom-oksidase-ensiem direk onderdruk nie, wiI dit voor
kom asof sy inhibitoriese werking hoofsaaklik op die
debidrogenase-sisteme uitgeoefen word. Dit gee dan ook
'n inhibisie van 25% van hierdie sisteem, terwyl silikonsuur
en aluminiumchloried slegs 'n 4 % inhibisie gee wat
statistieS onbeduidend is.

3. Die glutatioon en peroksidase sisteme word nie deur
enigeen van hierdie stowwe beduidend bei"nvloed nie.

4. Die katalase aktiwiteit word slegs deur aluminium
en natriumfluoried gestimuleer tot 'n omvang van 38 en
40% respektiewelik. Silika het geen invloed nie.

BESPREKING

In die inleiding tot hierdie ondersoek is reeds gemeld dat
die meeste stowwe op toediening in die long tydens die
,vreemde-liggaam-reaksie' 'n uitgesproke retikulinose ver
oorsaak. Pneumokoniose-verwekkende stowwe is egter in
staat om 'n permanente retikulinose op te wek wat geleide-

lik omgesit word .tot kollageennodules. Nie-patogene
stowwe veroorsaak 'n tydelike retikulere netwerk, maar
geen kollagenisasie vind plaas nie. Dit wiI dus voorkom
asof die patogeniteit van 'n stof direk in verhouding is
tot sy vermoe om kollagenisasie van die retikulere vesels
teweeg te bring.

Gp grond van die histopatologiese waarneminge uit die
vergelykende studie waar silika, aluminium en kalsium
fluoried in dieselfde konsentrasie en van dieselfde partiekel
grootte intratrageaal toegedien is, blyk dit dat silika die
gevaarlikste stof is in soverre dit die graad en omvang van
kollageen-deponering betref. Aluminium volg tweede, ter
wyl kalsiumfluoried 'n verspreide retikulinose veroorsaak
maar by verre die geringste kollagenisasie teweegbring.
As die patogeniteit van die stowwe dus op hierdie grond
slag beoordeel word, moet hulle in die volgende volgorde
geklassifiseer word, nl. silika > aluminium> kalsium
fluoried.

Aangesien silika, aluminium en kalsiumfluoried nie
chemiesverwante stowwe is nie, ontstaan die vraag egter
deur watter meganisme bierdie stowwe die gemeenskaplike
proses van kollageendeponering bewerkstellig. Gnss kon
bewys dat silikonsuur die respiratoriese-ensieme onderdruk
en dat dit veral die sitochroom-oksidase-aktiwiteit inhibeer
waardeur 'n lokale bipoksie-toestand in die longe onderhou
word. Indien bierdie bipotese sou aanvaar word as die
grondliggende meganisme van die ko1lagenisasieproses,
moet aluminium en kalsiumfluoried ook op die een of
ander ~vyse 'n bipoksie-toestand skep en onderhou in die
long.

Uit die huidige ondersoek van die invloed van hierdie
stowwe op die respiratoriese ensieme blyk egter dat alu
minium net soos silikonsuur die sitochroom-oksidase
sisteem inhibeer. Die omvang van die inhibisie is heelwat
kleiner as die van eersgenoemde terwyl die konsentrasie
vier keer hoer is. Die konsentrasie as sodanig is oenskyn
lik van besondere belang, daar dit die bepalende faktor is
of polimerisasie van die aluminium-molekule in vitro kan
plaasvind. Dit wiI voorkom asof aluminium, net soos silika,
eers moet polimeriseer voordat rut enige toksiese effek op
die sitochroom-oksidase-aktiwiteit openbaar. In lae kon
sentrasies vind polimerisasie nie plaas nie en dan het
aluminiumchloried 'n stimulerende uitwerking op hierdie
sisteem.~

Alhoewel natriumfluoried geen invloed op die sito
chroom-oksidase-sisteem het nie, gee rut- by verre die
omvangrykste inhibisie van die barnsteensuur-oksidase en
-dehidrogenase sisteme. Selfs kalsiumfluoried sou dus in
die long 'n hipoksie-toestand kan skep deur gedeeItelike
onderdrukking van die debidrogenase sisteme. Hierdie
inhibisie sal egter minder uitgesproke wees as die van
silika en aluminium wat direk op die terrninale skakel van
die oksidasie-reduksie-ketting inwerk.

Die betekeDis van die stimulerende invloed van alu
miniumchloried en natriumfluoried op die katalase aktiwi
teit is moeilik om te interpreteer. Aangesien bierdie ensiem
die verwydering en opbreking van waterstofperoksied
kataliseer en daar hierdie stowwe dit bevorder en silika
dit inhibeer, blyk dit dat kollagenisasie dus nie daarmee in
verband gebring kan word Die.

Geoordeel aan die persentasie inhibisie van die respira
toriese ensieme wiI dit voorkom of die toksisiteit van bier-
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die drie stowwe in ooreenstemming is met hulle fibro
genesiteit, m.a.w. dat die graad van kollagenisasie van die
retikulere nodules 'n direkte korrelasie toon met die graad
van hipoksie wat lokaal in die long onderhou word.

'n Moontlike beswaar wat geopper mag word is nl. dat
die konsentrasies waarmee hierdie inhibitoriese uitwerkinge
in vitro gekry word waarskynlik nooit in die long kan
voorkom nie. Aan die anderkant moet daarop gewys word
dat al drie stowwe polimeriseer om polimeriese-komplekse
te vorm en dat silika, aluminium en kalsiurnfluoried slegs
toksies is wanneer hulle as polimeriese-komplekse bestaan.
Hierdie stowwe openbaar selfs in laer konsentrasie 'n uit
gesproke inhibitoriese invloed indien hulle toegelaat word
om in kontak met hierdie ensiemsisteme te polimeriseer.

OPSOMMING

Die fibrogenesiteit van silika, aluminium en kalsium
fluoried na intratrageale toediening in die longe van rotte,
is ondersoek oor 'n tydperk van 120 dae. Die invloed van
hierdie stowwe op die respiratoriese ensieme is ook nage
speur.

Die resultate van die huidige ondersoek toon dat silika,
aluminium en kalsiurnfluoried, drie onverwante stowwe

met verskillende chemiese en fisiese eienskappe, verskil
lende grade van fibrose veroorsaak. Alhoewel die chemiese
samestelling van hierdie stowwe verskillend is, toon die
biologiese uitwerking min of meer dieselfde neiging, en
huUe inhibeer beduidend of die itocbroom-oksidase-sisteem
of die dehidrogenase sisteem. Dit kom ook voor asof daar
'n noue korrelasie bestaan tussen fibrogenesiteit van bier
die stowwe en die graad van inhibisie van die respira
toriese ensieme.

Ons dank aan die W. . .R. vIr geldelike steun om
bierdie ondersoek uit te voer.
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DIE ETIOLOGIE VAN DIABETIESE OSTEOARTROPATIE NA AANLEIDI G
VAN 2 TIPIESE GEVALLE*

P. D. R. VAN HEERDEN en C. L. WICHT, Ajdeling Interne Geneeskunde, Karl Bremer-hospitaal en Degenerasie
Siektetoestande Groep, W.N.N.R.

Onder die uiteenlopende gevolge van diabetes, is diabetiese
osteoartropatie of diabetiese Cbarcot-gewrigte een van die
seldsames. Tot dusver is daar maar ongeveer 100 gevalle
in die literatuur beskryf.

Hoewel daar geen twyfel bestaan oor die toestand as 'n
spesifieke entiteit nie, is die etiologie en patogenese daar
van nog glad nie 'n uitgemaakte saak nie.

Aan die hand van 2 gevalle uit die diabetiese kliniek by
die Karl Bremer-hospitaal sal hier gepoog word om meer
lig te werp op die moontlike etiologie van diabetiese osteo
artropatie.

GEVALBESPREKINGS

Ceval I
'n Blanke vrou van 58 jaar is toegelaat met 'n geskiedenis

dat sy bewus was dat sy reeds 6 jaar lank diabetes mellitus
het. Dit is vasgestel nadat sy 'n ulkus op die 2e toon van die
linkervoet ontwikkel het. Die ulkus wou nie genees nie. a
amputasie van die toon het die wond moeilik genees. Twee
maande later is die 3e toon geamputeer weens gangreen.

Sedert die diabetes ontdek is, het sy ook parestesiee in beide
onderbene ondervind. Die simptoom was veral snags op die
voorgrond.

Sedert 1956 het sy gemerk dat beide voete misvorming
ondergaan het. Hulle het maklik beseer geraak en die gebrek
aan pyn wat hierrnee gepaard gegaan het, was opvallend.

Gedurende Augustus 1960 het daar 'n ulkus onder die linker
voet ontwikkel. In Desember het daar ook ulsera bo-op die
voet en pretibiaal ontwikkel. Bloederige etter het uit die ulsera
gedreineer.

Haar siekte is met behulp van 'n dieet en insulien behandel,

~, Lesing gelewer tydens die Jaardag van die Mediese Skool
van die Universiteit van Stellenbo ch en Karl Bremer-hospitaal,
Bellville, 8 - 9 Augustus 1961. A/b. 1. Kyk «ks.


