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CHORoBY Z^KAZNE l INWAZY)NE
ZYGMUNT CYGAN, TADEUSZ JASTRZĘBSKI

Bodonio nod immunochemiczng identyfikocjg
połeczek Bocteroides i Fusobocterium

z zakładtu Higleny weterynaryJnej w Lublinie

Identyfikacja gramujemnych, beztlenowych
pałeczek niezarodnikujących stanowi zagadnie-
nie niesłyehanie złożone, trudne i aktualnie
praktycznie jeszcze nieopracowane. Wynika to z
braku dostatecznie pewnych kryteriów tozpo-
znawania zarówno rodzaju jak i gatunku zaraz-
ka. W badaniach dotychczasowych przy tego
typu identyfikacji uwzględniane były właści-
wości morfologiczne i fermentacyjne (L4), enzy-
matyczne (15), immunochemiezne (l, 26, 27, 28),
a także dotycząee kwasów nukleinowych (19,
20, 2I, 22) i kierunku metabolizmu zwłxzcza
glukozy i treoniny (2, 5, 6, 7, B) oraz oporności
na antybiotyki i barwniki (3, 4,72, L6,23, 24).
Spośród tych,metod szczególn,e zna,czenie,posia-
da ibadanie składu enzymów tj. dehydrogenaz
oraz stosunków ilościowych zasad purynowych
i pirymidynowych w DNA, a także cyklów me-
tabolicznych. Jednak dla rutynowej diagnostyki
bakteriologicznej badania takie są zbyt skompli-
kowane i trudne do przeprowadzenia. Dlatego,
jak się wydaje, w warunkach praktyki labora-
toryj nej przy r ozpoznawaniu rodzaj u gramuj em-
nych beztlenowców niezarodnikujących najbar-
dziej celowe są badania immunochemiezne z
uwzględnieniem jako podstawy rozpoznania -właściwości antygenowy ch zatazka.
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Celem niniejszej pracy było zastosowanie od-
czylrv Ouchterlony'ego z użyciem surowic diag-
nostycznych królików uodpornionych przeciwko
typowym szczepom Bacteroides sp, i Fusoboc-
terżum sp, oraz odnośnych antygenów komór-
kowych pełnych i ogrzewanych. Ponadto wy-
odrębniono metodą fenolową z hodowli zatazka
antygeny wielocukrowe i zbadano je spektroko-
lorymetrycznie na ilościową zawartośó heksoz,
metylopentoz, kwasów uronowych, aminocuk-
rów i związków azotowych oraz na stopień in-
hibicji hemaglutynacji pośredniej ptzez wybra-
ne cukry proste.

Materiał i metody
1. Badania seroI,ogiezne. W badaniach se-

,rologicznych użyto ogółem 16 szczepów Fusobacterium
sp. oraz 7 Bacterożdes sp. Szczepy oznaczone jako
Fusobact. necrophotum 56, 57, 91, 93, 94, 97, 98, 99,
101 oraz 10B wyosobnione z r,opni wątr,oby bydła -pochodziły ze zbiorów własnych ZHW w Lub,],inie.
Beztlenowce F. necrophorurn 606 i 337, F. nucleatum
95 i 96, F. mortiferum 252 otaz pałeczki B. fragźlis
350, 351, 31, 32 i 33 były pochodzenia ludzkiego i
otrzymano je o,d dr H. Beerensa (rlrancja) otaz dr
S. M. Finegolda (Kanada), Pozostałe 2 szczepy B. fra-
gilźs mb i wr zos,tały ostatnio wyizolowane od gęsi
ze zmianami nekro,tycznymi wątroby (zbiory ZH'W
Lublin).
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2. Surowice, Zos,tały one wyproduko,wane we
własny.m zakresie na królikach uodpornionych zabi-
tyrni ogrzewaniem (70oC - 20 min,) pałeczkami F.
necrophorum 10B i 337 otaz B. fragźli.s 350 i 351 -według metodyki podanej w pracy poprzedniej (10}.

3. Odczyn Ouchterlony'ego. Użyto I,2% żeI
agarowy (agar Difco - Bacto USA) w płynie fizjolo-

,gjicznym o pH 7,2, konserwovlany mertiolatem 1:5000.
Odsrtęp między basenami wynosił B mm, przy średnicy
basenu 7 mm i głębokości 3 mm. Badania przeprowa-
dzano w temperaturze 20oC, a wyniki odczytywano
po 5 dniach inkubacji, Jako antygeny nieogrzewane
i olgrzewane (100oC - I godz.) stos,owano odwir,owa-
ne (4000 obr. n,a min. - 45 min.) drobnoustlroje z
podłoża Wrzoslka z 0,50/o g|.ukozy, zawieszone w płynie
fiz jologicznym do u jedn,oliconej gęstości odpowiada-
jącej 5 pro,bówce skali Mac Farlanda.

4. P,rzygotowanie suchej masy bakte-
ry jne j. Każdy badany szczep Fusobacteri,um sp. i
B. Iragili,s hodowano w ciąg,u 3 dni w temperaturze
37oC w o,bjętości 4 1 podłoża Wrzoska z 0,50/o glukozy.
Supernat,ant uzyskany przez wstępne wirowanie ho-
d,owli przy małych o,brotach (1000 obr. na min. -2 min.), wirowano następnie przy 4000 oibr./min. przez
45 min. Otrzymany osad bakteryjny płukano wodą
destylovraną, a potem 3 razy acetonem o tempera,tu-
rze 4oC i suszono w 40oC przy częściowej próżni przez
około 6 godzin.

5. Izolac ja wielocukrów. Wielocukry ot,rzy-
mywano z suchej masy bakteryjnej według metody
Westphala i wsp. (29) przez 4 - krotne eks,trahowa-
nie fenolem i 3-4 dniową diailizę w wodzie destylo-
wanej w OoC.

6. An aliza c h emi c zIa, Bliższa charakterysty-
ka wietrocukrów objęła i,lościowe oznaczenie: heksoz
meto,dą antronową według Mokrasha (18); metylo-
pentoz wg Gib,bonsa (13); aminocukrów metodą Elson
- Morgana wg Corlvicka i Kaplana (9); kwasów uro-
nowych wg Dische (11) oraz związków azotow5rch wg
Lowry i wsp. (17),

Powyższe oznaczenia wykonano w spektrokolory-
rnetrze ,,Spekol" p,rod,uLkcji C. Zeiss - Jena.

7. Odczyn inemagIutynac ji pośrednie j
(HaP). Jako antygen stosowano erytrocyty owcze,
opła.szczone wyciągami 1ipowielocukrów uzyskanych
metodą fenolową z komóre[< badanych beztłeno,wców.
Odczyn wykonywano według metodyki st,o,sowanej
przez Truszczyńskiego i Bakera (25).

8. Odczyn zahamowania hermagluty-nacji iej (IHaP). Surowice odporno-ściowe 0,2 ml mieszano z 0,1 ml cukrówstandar ężeniu od 0,4 M do 0,025 M i in-
kubowano w 37oC przez 2 godz., po czym dodawano
0,2 ml opłaszczonych eryt ocytów i przetrzymywano
w 37oC przez dalsze 2 godziny. Przy wynikach do-
datnich określano najmniejsze stężenie cuikrów dające
zahamowanie hemaglutynacji. Swoistość odczynu
sprawdzano kontrolami dodatnimi i ujemny.mi. Jako
kontrolę dodatnią sto,sowano surowice o aktywności
2 jedn. Ha w sysrtemie z erytrocytami opłaszczonymi

homologicznym antygenem, ale bez inhibitorów, a ja-
ko kontrolę ujemną - te same surowice w układzie
z erytrocytami nieopłaszczonymi.

Wyniki i omówienie
Uzyskane rezultaty badań nad różnicowaniem

beztlenowców Fusobacterźum i Bacteroźdes od-
czynem żeI - precypitacji z użyciem surowic
antybakteryjnych ,,OH" i antygenów ogrzewa-
nych i nieogrzewanych przedstawia tab. 1. Wy-
nika z niej, że obie użyte suro-wice ,,OH" w
przypadku antygenów nieogrzewanych wykaza-
ły szereg nieswoistych powiązań międzyrodza-
jowych, a zatern do identyfikacji rodzajowej nie
nadają się. Natomiast przy zastosowaniu anty-
genów ogrzewanych zakres reakcji dodatnich
wystąpił tylko w obrębie odnośnego rodzaju.
Odnośnie reakcji ujemnych to były one zgodne
Z przyna\eżnoŚcią rodzajową SZcZepów przy su-
rowicy anty Bacteroźdes (B. fragżlżs 350). W
przypadku Surowicy anty Fusobacterżum (F,
necrophorułr, 10B) - nie uzyskano oczekiwane-
go dodatniego wyniku aż v, 6 szczepów z ,l4
zbadanych (42,90li, w tym u l z 9 zbadanych
Szczepów zwierzęcych oraz u wszystkich 5 szcze-
pów ludzkich. Powyzszy wynik zdaje się wska-
zywać na blak współnego antygenu lodzajowe-
go u szczepów Iudzkich i zwierzęcych zalicza-
nych obecnie do wspólnego rodzaju Fusobac-
terl,um.

Wyniki badań nad składem ilościowym cuk-
rów t zuliązków azotow}ch ił, lipowielocukrach
przygotowanych według Westphala i wsp. (29)
przedstawiono w tab. 2. Wynika z niej, że
wszystkie 3 użyte szczepy rodzaju Bacteroides
wykazują stosunek dodatni białek do cukrów
(1,5-3,5/1), natomiast wszystkie zbadane szcze-
py Fusobacterżurn charakteryzuje stosunek
ujemny (7/7-2). Poza tyrn stwierdzono u szcze-
pów Bacterożdes znacznle niższą zawartość hek-
sozamin: Bacterożdes 15,0-18,7 mgło, a Fuso-
bacterżum 27,5-30,5 mgDlo, Zbyt mała ilość prze-
tladanych gatunków i szczepów nie pozwala na
wyciągnięcie wiążących wniosków, Powstają
przy tym wskazania odnośnie celowości prze-
prowadzenia szerszych badań w tym kierunku.

Rezultaty przeprowadzonych badań nad dzia-
łaniem hamującym cukrów na aktywność su-
rowic w odczynie HaP przedstawione w tab. 3

Talb. 1. Różnicowanie metodą Ouchterrlony'ego beztle nowców Fusobacterźum i Bacteroźdes
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Tab. 2. Skład ilościowy cukrrów i związków azotowych (w mgo/o) w wielocukrach według 'Westphala uzyska-
nych z pałeczek Fusobacterźum i Bacteroi,des

Badany szczep aochadzeall Heksozam!ng
'|ećqloPentoż!
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objaśnienia: nb:nle bedeno; z-szczep rvyosobniony od zwierzcia; c-szczep wyosobnlony od czlowieka.

wskazują, że surowice przeciwko Fusobacterżum
są hamowane przez d - glukozaminę, a częścio-
wo i przez niektóre inne cukry (d - ksyloza,
d - rafinoza). Natomiast obydwie zbadane su-
rowice arLty BacteroŹdes nie Są hamowane przez

Tab. 3. Działanie hamujące cukrów na aktywność
surorvic anty Fusobocterium i Bacterożdes w odczy-

nie hemaglutynacji pośredniej

uktad homologkzn!:

suronica -anćygeo

EnecrlP,1orum roa
i, necrophofum 3r7
c.ffrgilis 35o

objaśnienia: -: zupełny brak hamowania nawet przy kon-
centracji cukru wynoszącej 0,4 M; wartość liczby: hamowa-
nie przez cukier w danej koncentracji molarnej.

żaden z 16 użytych cukrów. Powyższy wynik
wydaje się wskazywac, że pewne cukry odgry-
wają rolę w ugrupowaniach terminalnych an-
tygenów pałeczek Fusobacterium,

Reasumując należy stwierdzić, że przeprowa-
dzone badania sugerują możIiwość wykorzysta-
nia niektórych metod immunochemicznych do
wstępnego odróżniania drobnoustrojów rodzaju
Bacterożdes i Fusobacterium. Jednak badania ta-
kie winny być powtórzone na większej ilości
szczepów, w doCatku bardziej zróżnicowanych
pod względem gatunku i pochodzenia,

Wnioski

1. Badanie antygenów ogrzewanych w odczy-
nie Ouchterlony'ego z surowicą króliczą ,,OH"
anty B. Jragżlis 350 pozwoliło na odróżnienie
wszystkich zbadanych szczepów Bacterożdes od
Fusobacterium.

2. W przypadku surowicy ,,OH" anty F, ne-
crophorum 10B to dodatni wynik identyfikacji
uzyskano tylko w stosunku do szczepów homo-
logicznego rodzaju. Jednak wynik.ujemny wy-
stępował w odniesieniu nie tylko do pałeczek
Bqcteroides, ale i do wielu szczepów Fusobac-
terium, w tym do wszystkich - pochodzących

od ludzi. Rezultat ten wskazuje na brak wspól-
nego antygenu rodzajowego u szczepów ludz-
kich i zurierzęcych rodzaju Fusobacterium.

3. Stosunek ilościowy związków azotowych
do cukrów oraz zawartość heksozamin w wielo-
cukrach według Westphala wydają się posiadać
znaczenie w identyfikacji rodzajowej pałeczek
Bacter oides i F usobacterżum.

4. U 2 zbadanych szczepów F. necrollhorum
10B i 337 stwierdzono hamujące działanie w
IHaP niektórych cukrów, przede wszystkim d -glukozaminy, czego nie wykazano u obydwu
szczepów Bacterożdes.
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sp. rł 7 Bactergides fragilis. Kpolłe ToTo B gKcĘ)aIIł-
poBaHHbIx Serłorou noJlrrcaxaplłAax ł13 4 urłałnuos
F. necrophorum rł B ruTaMMoB B. fnagilis onpe3eJL{JII4
nprr IIoMoIIłrI cneKTpoKorlopr{MeTpa coAepx(aH]4e TeK-
co3, Me,T[J!o][eHTo3, ypoHoaolż xr4crlorll, aMrHoł<]4cJIoT
,t a3oTHBtx coe4lrrrerrrfi a TaKxie cTeIIeHb 3aAepx<K!,!

[ocpe AcTBeHHoż reMarTnlo Tvl:r:al!.ttu ( iHaP) rs6p aglsllvl lĄ

MoHocaxaprrAaIrłu. IrlccreAoBaHle rperblx aETIłreHoB c
cneqrł@r*łecroż crrsoporrolł xpo,sr [poTI4B B. fragilis
350 nosso&{Jlo oTJII4q]4TE Bce lccJleAyeMble [ITaMMrI
Bacteroides oT IuTaMMoB Fusobacterium. B clry. ae
cneqrł@nsecxorż crrropon<il npoTrłB F. neer,ophorum
108 norrox<zrelsrrrrrł pe3yJIBTaT waenlwSłr<a\mw fio,
Jlytlmltr'm ToJIL,Ko B oTHoIueHI4Il I< IIITaMMoM roMoJlor]4-
t]ecKoro poga. PesyntTaTEI xrtM]łtlecKlx r{ccJle noaaa vit
/Ka3bIBaIoT, iłro KorlrrqecTBeHHoe orHolueHre a3oTHbIx
coe,qlłrłerrrłż K caxapaM J4 coAepx(aHrre reKco3oaM[,HoB
MoryT I4MeTb HeKoTopble 3Ha!IeH,I4e nna uaeulwĘn-
Ka\rĄv rraJl,oqeK poAos Fusobacterium r Bacteroides.
Y 2 rccnegyeMblx IuTaMMoe F. necrophorum 10B tt 337
JrcTaHoBIłJI]4 uHrrł6upyrorr4ee gelżcrsze B peaKllr!il 3a-
Ae.px(Kl nocpeAcTBenrłofi reruatłnloTwua\rlu HeKoTo-
pblx caxapoB rJIaBHEIM o6pasołr A-rJlroKo3aMlrła, tlero
He BbIaBltJ]r{ y o6orx ],tccJleAyeMblx IIITaMMoB B. fra-
gilis.

Cygan Z,, Jastrzębski T. - §tutlies on immunoche-
mical ittentificatlon of Bacteroides spp., and Fuso-
bacterium spp.

There was studied the possibility of genus iden-
tification of 16 strains of Fusobacterium and 7 strańns
of Bac,teroides fragilis. Besides, there was spectro-
photometrically determined the conten,t of hexoses,
methylpentoses, uronic acids, aminosugars and nitro-
gen compounds in phenol-po isaccharidic extracts of
4 stra,ins of F. necrophorum and 3 strains of B. fra-
gilis, and also the degree of inhitbition of the in-
direct haemagglutination test (IHaP) by cholsen simple
sugals. Studies with aniigens heated with B. fragilis
350 antiserum ena led the differentiation atrl the
s,trains of Bacteroides spp. and Fusobacterium spp,
studied. In the case of F. necrophorum 10B antise-
rum, positive results of the identification were noted
only rłlith the strains of the homological genus. Che-
mical studies revealed that quantitative rat,io of ni-
trogen cornpoiunds vs. sugars, and the cont,eń of
hexosamines may play some role in the identification
of microorganrisms from Fusobacteriurn and Bacte-
roides genus. In two strains of Fusobacterium necro-
phorum 108 and 337 inhibitory ac,tivity of certain
sugars, especially d-glucosamine was observed in
IHaP test. This activity was ńot noted in the case of
two studied strains of B. fragilis.
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pienie donosowe łvrym, atenuowanym szeze-

ciwciał śl u do zwierząt wyka-
zujących eeiwciał w surowiey
l_":l_E ciwciał miejscowych

w warszawle.
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Uodpornionie drogg donosowg bydło przeciw
bronchopneumonii za pomocq szczepionki Porobovoc*)

z Instytutu chotób zakaź^ych l Inwazyinych Wydzlalu Weter},naryjnego sGGw - AR w Warszawie

(6, 10). Ponadto przy podaniu szczepionki tą
drogą istnieje moż]iwŃć wcześniejszego (w
wieku poniżej 8 tvgodni) uzyskiwania odpor-
ności czynnej nlż przy szczEpieniu domięsnio-
wym, bowiem przeciwciała siarowe nie mają
istotnego wpływu na możliwość pobudzania
miejscowych mechanizmów obronnych przy
donosowej drodze uodporniania-.

Miejscowy odczyn odpornościowy poleea na
pobudzaniu komórek plazmatv cznych znai duj ą-
cych się w błonie podśluzowej dróg oddecho-
wych, które maią zdolność wytwarzania prze-
ciwciał należących do klasy tzw. wydńelniczych
IgA. Obecność tych przeciwciał w śluzie stano-
wi barierę ptzed wtargnięciem wirusów w głąb
organizmu. Przeciwciała te wraz z dopeŁriaczem
i lizozvmem nie dopuszczają do namnażania się
wirusów w komórkach nabłonka dróg oddecho-
wych. Szczepienie donosowe pobudza również
mechanizmy odporności nieswoistej. Wykazano
bowiem (1,4), że namnażanie się w obrębie dróg
oddechowych do 10 dnia po podaniu szczepion-
ki, żywego atenuowanego wirusa IBR stymu-
luje miejscowe wytwarzanie interferonu. Je,go
obecność sprawia, że już po 72 godzinach ,po

podaniu szczepionki zwietzęta są niewrażliwe
na zakażenie żvwym zjadliwy,rn wiruserm. Och-
ronny poziom interferonu utrzymuje się ieszcze
do 6-8 dnia łro szczepieniu a więc do momen-
tu, kiedy w śluzie dróg oddechowych pojawia-


