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Tyuanax E. JI, Caxsuxosckuii A., ¥Yxau C. — M3sme-
HeHUs YPOBHHA H30paHHBIX MHHEPAJIbHBIX BELIECTB B
CHIBOPOTKAX TeJAT B X0J€¢ IKCHEPUMEHTAJLHOM MH-
Ba3un u ceepxunasasum Fasciola hepatica

Vposens Ca, Mg, Na, K, Zn, Cu u Fe B CbIBOPOT-
KaX TeJAT oIpefpensanmu Merogom ASA, a P — meTo-
npom Ducke-Cyb6aposa. VY TenAr, 3apPazmeHHBIX Of-
HOKpaTHO Merauneprapuamu F. hepatica, oTmeTnan Imo-
nuxenme yposua Ca u Zn BO BCeM IIepuoje OIbITa U
nounxenaue ypopda P u Cu TOJBKO B IIATEHTHOM II€-
puoze. Iloxoxke B NATEHTIIOM Iepuome Habroijaiu
nounxkeuue ypoBHa Fe. Pocrt ypeBua Na OTMETHIN
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aumb na 8 u 13 HeA. MHBA3uM, He HabIIOmanuM xe
usMeHeHut yposuda Mg, Bimusaaue opHo- ambo ABYX-
KpaTHO cBepxXuHBA3uUu BhIpaxkanocd 6oaee oTIETIN-
BBEIMM M3MEHEHMAMM MCCHAEIyeMBIX MMUHEPAJIbHBIX BeE-
mecTs, ocobeHHO B KOHe4HOo} dha3e OmLITa.

Gundlach J. L., Sadzikowski A., Uchacz S. — Chan-
ges of chosen mineral elements in blood sera of calves
in the course of experimental invasion and hyperin-
vasion of the Liver fluke, Fasciola hepatica

In blood sera of calves the level of Ca, Mg, Na, K,
Zn, Cu and Fe was determined by the method of
ASA. the content of P was determined by the method
of Fiske-Subbarow. In calves infested once with F.
hepatica metacercariae the level of Ca and Zn de-
creased during the experiment and the level of P
and Cu lowered only in a patent period. Similarly,
in a patent period decreased the level of Fe., The
content of Na increased only at 8 and 13 week of
invasion, however, the level of Mg was unchanged.
One fold invasicn or two-fold superinvasion affect
more claerly the content of the examined minerals
in blood, especially at the end of the experiment.

Préba okreélania swoistosci niskich mian aglutynacyjnych

z antygenem Francisella tularensis

Pracownii Badania 1Brucelozy Instytutu wWetlerynauii, filia w Gdansku,

ul. Kaprow 10,

W latach sicdemdziesiglych ukazaly sic w
polskim pismicnnictwie dwie znaczace Mono-
grafic poswigeone tularemii aulorstwa Bilee-

Kiego (2) i Skrodukiege (13), bedacee elekiem
dlugoletnich badan nad tg chorobg. Obeenie
obserwuje sic spadek zainteresowania tulare-
mia w kraju, co w odniesieniu do weterynarii
zwiazane jest z jej rzadkim rozpoznawaniem
w Polsce oraz niewielkimi stratami, jakic po-
woduje w hodowli.

Zawsze jednak aktualny pozostaje problem
tularemii jako zoonozy, pomimo jedynie spo-
radycznych przypadkéw zachorowan u ludzi.
Wskazuje on ma poirzebe doskonalenia metod
diagnozowania zakazen wywolywanych przez
Francisella tularensis zaréwno u ludzi, jak i u
zwierzat.

Wsrod tych metod poczesne miejsce zajmuje
serodiagnostyka. Najpowszechniej za$ stosowa-
na w swiecie i czesto jedyng metoda serolo-
gicznego rozpoznawania tularemii jest odczyn
aglutynacji — OA (8, 17). Odczyn ten, pomimo
znacznej wartosci, obarczony jest jednak po-
waznym bledem mnieswolstosci. Powoduje to
duzg rozpietos¢ w wysdkosci mian, ktére po-
szezeg6lni autorzy uwazaja za diagnostycznie
istotne. Pionierzy badan nad tularemia, Fran-
cis i Evans (cyt. 17), za takie miano u ludzi
przyieli ==80. Natomiast wedlug Skrodzkiego
(13) kazde miano tego odczynu nalezy braé¢ pod
uwage, gdyz miana 1:20 1 nizsze moga wystapic

80-316 Gdansk

we wezesnej fazie choroby oraz w okresie zdro-
wienia. U zwierzat zdaniem Adamowicza i wsp.
(eyt. 2), miano OA 1:10 jest mieswoiste zaled-
wic w 1—>b% przypadkow; w ognisku tularemii
autorzy ci stwierdzili miana od 1:10 do 1:160,
najezesciej za$ 1:10 i 1:20. Morner 1 Sandsedt
(12) natomiast miana ponizej 1:100 u zwierzat
uwazaja za nieswoiste.

W celu potwierdzenia infekcji zaleca sie Sle-
dzenie dynamiki narastania mian u badanego
osobnika. Niektorzy autorzy przyjmuja, ze
czterokrotny lub wyzszy wzrost miana w kolej-
nym badaniu $wiadeczy o zakazeniu Fr. tula-
rensis (8, 17). Ma to jednak znaczenie w przy-
padku procesu $wiezego, zwlaszcza u ludzi, w
celu zastosowania odpowiedniej terapii. Nato-
miast utrzymujgce sie niskie miana aglutynin
zawsze budzg watpliwose (2). Moga one byc¢
efektem zakazenia chronicznego, lub tez mogg
posiada¢ charakter nieswoisty.

Celem pracy byta préba réznicowania swois-
tych i nieswoistych reakcji w OA z antygenem
Fr. tularensis w zakresie niskich mian. Za-
mierzanc to osiggnaé poprzez rownoczesne za-
stosowanie obok OA, odczynéw dotgd nie uzy-
wanych rutynowo w serodiagnostyce tularemii.
Wymiki tych odezynow, z ktérych kazdy wy-
krywa inny rodzaj przeciwciat, pozwoliltyby
ocenit swoistoé¢ dodatniej reakcji w OA. Za-
stosowano zestaw testéw stuzacych w Pracow-
ni Badania Brucelozy Instytutu Weterynarii do
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okreslania ‘swoilstosci ‘mian aglutynacyjnych
przy brucelozie, tj. odezyn z 2-markaptoetano-
lem (OME), odczyn wigzania dopelniacza (OWD)
oraz odczyn antyglobulinowy (OAG). W reali-
zacji tego celu, jako surowice zawierajgce aglu-
tyniny nieswoiscie reagujace z antygenem
Franciselle wykorzystano surowice bydta zaka-
zonego brucelozg. Wiadomo bowiem, ze agluty-
niny anty-Br. a¢bortus wykazuja zdolnos¢ krzy-
zowego zlepiania palteczek tularemii (4).

Materialt i metody

Surowice: a) 35 surowic krow ze stad zakazonych
bruceloza, ktorg stwierdzono na podstawie wysokich
mian OA, OWD i OAG oraz na podstawie izolacji
pateczek Br. abortus, biotyp 1, od wybranych zwie-
rzat z tych stad; b) dodatnia surowica anty-Franci-
sella, produkecji Bioweta, Czechostowacja.

Antygeny: a) standaryzowana zawiesina Br. abor-
tus Sjg do aglutynacji (Brucellognost) oraz do OWD,
produkeji Biowet, Pulawy; b) zawiesina standardo-
wych szczepdw Fr. tularensis, produkeji Bioweta, Cze-
choslowacja.

Odczyny serologiczne: OA, OWD, OAG i OME wy-
konywano wedlug technik standardowych obowiazu-

Tab. 1. Koncowe miana z antygenem Br. abortus uzyskane w badaniu

jacych przy rozpoznawaniu brucelozy bydia (6, 9, 10,
18). Stosowano pieciopunktews skale ocen od — do
+-++-+. W celu okreslenia niskich mian z antyge-
nem Fr. tularensis odczyny nastawiano od rozcien-
czenia surowic 1:5. W OWD na tularemie wprowa-
dzono modyfikacje polegajacg na uzyciu 4 jednostek
dopelniacza (4C'Hs). Antygen w tym odczynie wy-
mianowano w ukladzie szachownicy wobec surowi-
cy anty-Francisella; w badaniu uzyto optymalnego
jego rozciefczenia 1:50. W OAG w kierunku tula-
remii surowice antyglobulinowg stosowano w roz-
cieficzeniu roboczym jak przy brucelozie (18).

Wyniki i omowienie

Wystepowanie aglutynin reagujacych krzyzo-
wo z paleczkami franciseli i bruceli bylc opi-
sywane wielokrotnie (1, 2, 4, 13). Przyjmuje
sie, ze odpowiednio wyZsze miano z danym an-
tygenem swiadczy o zakazeniu odno$ng jedno-
stlkka chorobowsg (1, 3). Wyniki badan wtasnych
oraz dane o pochodzeniu surowic jednoznacznie
potwierdzaja ten poglad. Sposrod 35 badanych
surowic bydla chorego na bruceloze (tab. 1), w
30 stwierdzono niskie miana w OA z antyge-
nem Fr. tularensis, ktore nalezy uznac¢ za nie-
swoiste (tab. 2): Wiskazac trzeba, ze jako roz-

serologicznym 35 surowic Kkrow

zakazonych brucelozg

Odern Liczba surowic o mianie koncowym 1:
¥ 25 50 100 200 400 800 1600 3200 6400 12 300 25 600 51 200
OA 1 2 9 11 T 3 2
OAG#) 1 2 10 10 9 1 2
Liczba surowic o mianie koncowym 1:
20 40 80 160 320 640 1280
OWD A 1 G 13 G 4 3
Objasnienia: *) miana OAG wykazywaly co najmniej trzy krotne przewyzszenie nad miano OA, co stanowi wynik do-

datni — tylko w 2 surowicach uzyskano dwukrotne przewyz szenie (wynik watpliwy)

i OA.

przy dodatnich wynikach OWD

Tab. 2. Koncowe miana z antygenem Fr. tularensis uzyskane w badaniu serologicznym 35 surowic krow
zakazonych brucelozg oraz w surowicy kontrolnej anty-Francisella

Liczba (%) suroWic anty-Brucelle 0 mianie kor’lcowy_m: l ) 3
| Miano konco-
1:56 1:10 1:20 we surowicy
Odezyn Razem anty-Fran-
+ ek TR + o o + Herte cisella
6 6 1 9 4 . 3 1 30
0A :
1y A7l (2,9) ‘ 25,7)  (11,4) (8,6) (2,9) 85.7) 1:640+
2 1 1
OME .4()-
2,9 — .- — — l = = 2.,9) 1:40++
OWD — — o — — — — 0 1:160+
DAG —_— — — — — — — 0 ")
Objasnienie: *) nie wykonano z powodu braku informacji o pochodzeniu gatunkowy-n": gu-rt.)\;vi_cy._ - i
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cienczalnik w OA ma tularemie, podobnie jak
i na bruceloze, stosowanc 5% roztwor NaCl, w
miejsce stosowanego w innych placéwkach roz-
tworu fizjologicznego (13). Podwyzszona w ten
sposéb sita jonowa srodowiska reakcji powo-
duje wigksza aktywnosc IgG, (3), zwickszajac
swoistosé odezynu. Mimo to miana mieswoiste
wystgpily w znacznym odsetku — 83,7%
(tab. 2)

W podobnych badaniach Behan i Klein (1),
w 34 surowicach ludzi podejrzanych o zakaze-
nie bruceloza na rpodstawie miana OA == 160,
w 8 surowicach (23,5%) stwierdzili krzyzowe
reakeje aglutynacji z antygenem Fr. tularen-
sis. Reakcje te ulegly znacznej redukecji pod
whlywem ditiotreitolu (DTT — powodujacy
redukcje IgM podobnie jak 2-merkaptoeta-
nol — 2-ME), co sugeruje, ze odpowiedzialne
za reakcje krzyzowe sg przeciweiala klasy IgM.
Wiskazuje to na szczegdlne znaczenie odezynow
redukujacych IgM przy okreslaniu swoistosci
mian OA. Przeciwciala te] klasy wykazuja bo-
wiem najwyzsza aktywnosé w reakeji agluty-
nacji, wyzsza niz 1gG, takze w diagnozowaniu
tularemii (8). W badaniach wlasnych nieswoi-
ste miana OA na tularemie ulegly réwniez re-
dukcji pod wplywem 2-ME, tylko w jednym
przypadku zanotowano w OME wynik 1:5-.
Dowodzi to, ze zostaly one wywolane przez
IgM. Natomiast w OME wykonanym z surowi-
cg anty-Franciselle uzyskano wymik 1 :404 -+,
przy mianie aglutynacji 1:640+ (tab. 2).
Wiskazuje to na obecnos¢ przeciwcial zardéwno
klasy IgM, jak i IgG anty-Fr. tularensis w tej
surowicy. Wespomniani wyzej autorzy (1) nie
polecaja jednak stosowania odezynu z DTT do
rozpoznawania tularemii, gdyz powoduje on
takze redukeje swoistych przeciweial IgM an-
ly-Francisella.

Uwzgledniajae  slusznost powyzszego za-
strzezenla, zastosowano w badaniach wlasnych
obolk OME, rowniez OWD i OAG. Wyniki uzy-
skane w tych odezynach mialy dostarczye do-
datkowveh  informacji pomocnych w  ocenie
swoistosci aglutynin IgM. Aby to uzasadnic, ce-
lowe wydaje sic podanie opisu odpowiedzi hu-
moralnej na zakazenie paleczky tularemii. Ba-
dania ostatnich lat wykonane przez autorow
finskich u ludzi wskazuja, Ze ma ona przebics
nittypowy (8, 17).

Przeciweiala klas IgG, IgM i IgA anty-Fran-
cisella pojawiaja sie rownoczednie w surowicy
od 1 do 18 dnia po wystgpieniu objawow, przy
czym IgG maja tendencje do wezesniejazedo
wystepowania. Najwyzszy poziom IgG osiggajg
srednio 41 dnia Ig M — 38 dnia oraz IgA — 33
dnia od momentu stwierdzenia objawow tula-
remil. Z badan wepomnianych autoréw (8) Wy -
nika, ze synteza wszystlkich trzech klas Io od-
bywa si¢ w sposob cigely w okresie co naj-
mnie] 11 lat.

Wiezesne wystepowanie IgG oraz obecnosé
IgM przez wiele lat po zakazeniu stanowig o
wyjatkowym charakterze odpowiedzi humoral-

nej przy tularemii. Z reguty bowiem aktywnose
IgM zwigzana jest z pierwotnag odpowiedzig
immumnologiczng, 1g¢G pojawiaja sie pozniej, a
te pierwsze po kilku miesigcach od zakazenia
zanikaja w surowlicy.

Wystepowanie przetrwalych IgM anty-Franci-
sella wydaje sie wyjasnia¢ wysoky wartos¢ OA
w diagnozowaniu tularemii w kazdym okresie
zakazenia w zwiazku z ich wysokg aglutyna-
bilnoscia. Natomiast w przypadku brucelozy
swoiste IgM zanikaja po kilku miesigcach od
momentu zakazenia, stad w chronicznej fazie
tej choroby OA daje czesto wymiki falszywie
ujemne (15).

Powyzsze uwagi wskazuja, ze w odniesieniu
do brucelozy redukcja IgM w OME w kilku
kolejnych badaniach w zasadzie wystarcza do
okreslenia ich mieswoistego charakteru, z uwa-
gi ma ich brak w okresie chronicznym choroby.
Natomliast w przypadku tularemii ujemny wy-
nik OME przy dodatnim wyniku OA, wskazu-
jacy ma obecnos¢ IgM, jest jedynie sygnalem,
ze wywolana przez nie reakcja aglutynacji mo-
ze mie¢ charakter nieswoisty. Wykonanie kilku
kolejnych badan nie ma w tym przypadku zna-
czenia z uwagi na ich stale wystepowanie w
surowicy po zakazeniu Fr. tularensis.

Stad istotne jest okreslenie wystepowania
innych rodzajow przeciwecial anty-Francisella.
W przebiegu tularemii obok aglutynin wyste-
puja rowniez przeciwciala wigzgce dopelniacz
(7, 8, 14). Koskela i Salminen (8), stosujac tech-
nike CF-ELISA (Complement fixing-ELISA)
stwierdzili, ze przeciwciala wigzgce C* pojawia-
ja sie u ludzi rownoczesnie z aglutyninami od
4 do 11 dnia po wystgpieniu objawdéw choroby
i podobnie jak one utrzymuja sie w surowicy
przez okres co najmniej 11 lat. Wskazuje to na
podobng warfos¢ OWD jak OA w rozpoznawa-
niu tularemii. Klasyczny OWD jest jednak od-
czynem bardziej swoistym, gdyz przeciwciala
IgG, wykazuja w nim znacznie wyzszg akiyw-
nose niz IgM, zas IgG, i IgA w ogdle nie wigzg
C’ (cyt. 16). Wiskazuje to, ze na podstawie wy-
niku OWD mozna z duzym prawdopodobien-
stwem potwierdzi¢ lub =zanegowaé swoistosé
dodatniej reakcji aglutynacji spowodowanej
przez [gM. W badanych surowicach bydlecych
wykazujacych nieswoiste miana w OA na tula-
remie, OWD byl ujemny w kazdym przypadiku,
zaS w surowlicy anty-Francisella wykazal mia-
no 1:160+ (tab. 2).

‘W diagnozowaniu tularemii OWD nie znalazt
szerszego zastosowania (14). Nalezy zaznaczyc,
ze w badaniach wlasnych zastosowano precy-
zyjng metode tego cdczynu, opartg ma technice
50% lizy krwinek (10), zwiekszajaca powtarzal-
nos¢ metody. Ponadto uzyto 4 jednostek dopel-
niacza (4C'Hy), co zmmiejsza aktywnost anty-
komplementarng niektorych badanyeh surowic.
Ten ostatni czynnik jest istotna przeszkodg w
stosowaniu OWD na tularemie (7).

Niewiele jest informacji o stosowaniu OAG
w diagnostyce tularemii (11, 13). W dostepnym
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pismiennictwie brak ich zupelnie w odniesieniu
do zwierzat. Natomiast u ludzi stwierdzono
wystepowanie aglutynin niekompletnych w
pozniejszym okresie po zakazeniu oraz OAG
przewyzszal OA pod wzgledem czutosci (11).
Zdaniem Bileckiego (2), przez analogie do bru-
cellozy, przeciwciata nieckompletne winny réw-
niez wystepcwaé u zwierzgt zakazonych Fr.
tularensis. Poglad ten wydaje sie stuszny. W
chronicznej mostaci brucelozy u bydla OAG
oixazal sie odczynem czulszym od OA i OWD
(15). Przytoczone dane pozwalajg sagdzi¢, ze
OAG ma znaczng wartos¢ w rozpoznawaniu tu-
laremii u zwierzgt. Jego wynik, podobnie jak
wynik OWID, pozwala wnikliwiej oceni¢ dodat-
nig reakcje aglutynacji. W badaniach witaznych
wyniki OAG byly ujemme we wszystkich suro-
wicach kréw chorych na bruceloze, wykazuja-
cych nieswoiste miana w OA z antygenem Fr.
tularensis (tab. 2).

Przedstawiona wyzej mettoda oceny swoistos-
ci niskich mian OA z antygenem F7r. tularensis
uwzglednia zaréwno specyfike odpowiedzi hu-
moralnej w przebiegu tularemii, jak réwniez
udzial poszczegbdlnych Ig w zastosowanych w
tym celu odezynach serologicznych. Nieswoisty
charakter aglutynin reagujacych z pateczky tu-
laremii w surowicach kréw zakazonych bruce-
lozg potwierdzily ujemne wyniki OME, OWD
i OAG. Natomiazt swoistos¢ tych aglutynin w
surowicy anty-Francisella potwierdzity dodat-
nie reakcje w OWD i OME. OAG nie wykona-
no ze wzgledu na nieznane pochodzenie gatun-
kowe tej gurowicy.

Jest zrozumiale, ze OWD { OAG moga by¢
stosowane nie tylko do oceny swoistosei mian
OA. Ich rutynowe uzycie zwieksza nie tylko
praw-do.;)odo-b!ief)stwo trafnosci diagnozy tulare-
i‘n_hll, ale w ogole mozliwos¢ jej wykrycia za-
rowno u ludzi, jak i u zwierzat. O:p-af’cie roz-
poznania serologicznego tylko na wyniku OA
moze by¢ niekiedy bledne z powodu zdarzaja-
cych sie w tym odezynie wynikow falszywie
uJEIm_ny-ch (11, 17). W celu wszechstronnego
okredlenia wartosei diagnostycznej zastosowa-
nych odezynéw wymagane sg dalsze badania,
glownie z uzyciem surowic zawierajacych PrZe-
ciwelala anty-Fr. tularensis.

Wnioski

1. Aglutyniny anty-Br. abortus reagujace
Ifzr‘zyzowo z antygenem Fr. tularensis wystepu-
ia w klasie IgM. '

2. Sw-c_mi-s:boé_f: nitkich mian OA z zawiesing
francnseh mozna okreslic przez dodatkowe ba-
daniie surowicy w OME, OWD i OAG.
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Crppiuak A. — IlombiTXa ompepaesneHus crnegugmi-
HOCTM HU3KHX arTJITHHANMOHHBIX TUTPOB C aHTHUre-
Hom Francisella tularensis

AHTUTEHHOe CpencTBo Mexkay Br., abortus m  Fr,
tularensis BBI3BIBAET IIOABJEHME arTJIIOTUHIHOB pea-
IMPYIOLIMX I[EPEKPECTHO C ITUMM MMUKPOOPTaHM3MaMM.
DT0 IOATHEERKASHD B MCCAeNoBalinmi 35 ChLIBOPOTOK KO-
poB, 3apamerHbix Opyuennesom — B 30 M3 HUX (85,7%)
oTMedeHo HM3EMe necnenudunyeckue peakuym B OA
¢ aumuredoMm Francisella, OxHm pemgyuMupoBaliCb B
OME, 9TO MOKAa3bLIBAeT, YTO OHM Obliu BbI3BaHbI 1gM.
Peayknua IgM. ue pocTaTo4YHa, OJHAKO, AJA IOXA-
TBEPKAEHUSA MX HecrenudMuuecKoro xapakTepa B MC-
CJe[0BaHUM HEMIBECTHBIX CBIBOPOTOK M3-3a HETUIINY-
HOTO, IOCTOAHHOTO HAMUYMA TaKkKe CHIeUnPUIecKUX
OPOTHMBOTEN STOT0 KJjacca B CbIBOPOTKAaX KMBOTHBIX,
3apakeHnblx TyJaapemueir. I109ToMy JOMIOJIHUTEJIHLHO
npumeneno OWD u OAC, oTpuuarenbHble Pe3yJbTaTbl
KOTOPBhIX B MCCJEAYeMbIX CbIBOPOTKAX MOATBEPANIN
HecrrenudpuunocTe TUTPoB OA ¢ aHTUreHOM Firamnci-
sella. Ha npuroguocts OME m OWD K pacrno3HaBa-
HMIO TyJAApeMuy I[I0Ka3any MHOJIOXKUTEJIbHbIE pPe3yJsbTa-
TBbI 3TUX peakKIuii B CpIBOPOTKe aHTM-Fr. tularensis. B
paboTe BHYIIAaeTCA MPUMEHEHME BCEX YHOTPeDJeHHBIX
peakuuit B PYTMHOBOM CEPOAMATHOCTMKE TYJIAPEMNUI.

Stryszak A. — An attempt to determine the specifi-
city of low titres of agglutinins against Francisella
tularensis

The antigenic relationship between Brucella abor-
tus and Francisella tularensis results in the occu-
rrence of agglutinins cross-reacting with the germs.
That was confirmed when 35 cow sera coming from
infected animals with Brucella sp. were examined;
in 30 (8577%) sera non-specific antibodies against
Francisella antigen were observed, in low titres. The
titres were reduced after the action of mercaptoe-
thanol that pointed to the presence of IgM antibo-
dies. The negative results in the complement fixa-
tion test and aggluiination test with Francisella an-
tigen confirmed the presence in those sera non-
-specific agglutinins. The usefulness of the CFT
and treatment with mercaptoethanol in the diagnosis
of tularemia was supported by positive serologic
reactions of the tests with specific antisera against
Fr. tularensis. The author suggests to employ all
the tests in the routines serodiagnostics of tularemia.



