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CHOROBY ZAKAZNE | INWAZYJNE

Badania nad immunochemiczng identyfikacjg

pateczek Bacteroides i Fusobacterium

Z Zakladu Higleny Weterynaryjne] w Lublinie

Identyfikacja gramujemnych, beztlenowych
paleczek niezarodnikujgeych stanowi zagadnie-
nie niestychanie zlozone, trudne i aktualnie
praktycznie jeszcze nieopracowane. Wynika fo z
braku dostatecznie pewnych kryteriéw rozpo-
znawania zaréwno rodzaju jak i gatunku zaraz-
ka. W badaniach dotychczasowych przy tego
typu identyfikacji uwzgledniane byly wlasci-
wosci morfologiczne i fermentacyjne (14), enzy-
matyczne (15), immunochemiczne (1, 26, 27, 28),
a takze dotyczace kwasow nukleinowych (19,
20, 21, 22) i kierunku metabolizmu zwlaszcza
glukozy i treoniny (2, 5, 6, 7, 8) oraz opornoéci
na antybiotyki i barwniki (3, 4, 12, 16, 23, 24).
Sposrod tych metod szezegdlne znaczenie posia-
da badanie skladu enzyméw tj. dehydrogenaz
oraz stosunkéw ilosciowych zasad purynowych
i pirymidynowych w DNA, a takze cyklow me-
tabolicznych. Jednak dla rutynowej diagnostyki
bakteriologicznej badania takie sg zbyt skompli-
kowane i trudne do przeprowadzenia. Dlatego,
jak sie wydaje, w warunkach praktyki labora-
toryjnej przy rozpoznawaniu rodzaju gramujem-
nych beztlenoweéw niezarodnikujgcych najbar-
dziej celowe sg badania immunochemiczne z
uwzglednieniem jako podstawy rozpoznania —
wlasciwosci antygenowych zarazka.

Celem niniejsze] pracy bylo zastosowanie od-
czynu Ouchterlony’ego z uzyciem surowic diag-
nostycznych krélikow uodpornionych przeciwko
typowym szczepom Bacteroides sp. i Fusobac-
terium sp. oraz odnos$nych antygenéw komor-
kowych pelnych i ogrzewanych. Ponadto wy-
odrebniono metodg fenolowg z hodowli zarazka
antygeny wielocukrowe i zbadano je spektroko-
lorymetrycznie na iloSciowa zawarto$é heksoz,
metylopentoz, kwaséw uronowych, aminocuk-
row i zwigzkéw azotowych oraz na stopien in-
hibicji hemaglutynacji posredniej przez wybra-
ne cukry proste.

Material i metody

1. Badania serologiczne. W badaniach se-
rologicznych uzyto ogblem 16 szczepéw Fusobacterium
sp. oraz 7 Bacteroides sp. Szczepy oznaczone jako
Fusobact. necrophorum 56, 57, 91, 93, 94, 97, 98, 99,
101 oraz 108 wyoscbnione z ropni watroby bydia —
pochodzily ze zbior6w wlasnych ZHW w Lublinie.
Beztlenowce F. necrophorum 606 i 337, F. nucleatum
95 i 96, F. mortiferum 252 oraz pateczki B. fragilis
350, 351, 31, 32 i 33 byly pochodzenia ludzkiego i
otrzymano je od dr H. Beerensa (Francja) oraz dr
S. M. Finegolda (Kanada). Pozostale 2 szczepy B. fra-
gilis mb i wr zostaly ostatnio wyizolowane od gesi
ze zmianami nekrotycznymi watroby (zbiory ZHW
Lublin).
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2. Surowice. Zostaly one wyprodukowane we
wlasnym zakresie na kroélikach uodpornionych zabi-
tymi ogrzewaniem (70°C — 20 min.) paleczkami F.
necrophorum 108 i 337 oraz B. fragilis 350 i 351 —
wedlug metodyki podanej w pracy poprzedniej (10}

3. Odczyn Ouchterlony’ego. Uzyto 1,2% zel
agarowy (agar Difco — Bacto USA) w plynie fizjolo-
.gicznym o pH 7,2, konserwowany mertiolatem 1:5000.
Qdstep miedzy basenami wynosil 8 mm, przy Srednicy
basenu 7 mm i gleboko$ci 3 mm. Badania przeprowa-
dzano w temperaturze 20°C, a wyniki odczytywano
po 5 dniach inkubacji. Jako antygeny nieogrzewane
i ogrzewane (100°C — 1 godz.) stosowano odwirowa-
ne (4000 obr. na min. — 45 min.) drobnoustroje z
podioza Wrzoska z 0,5% glukozy, zawieszone w plynie
fizjologicznym do ujednoliconej gesto§ci odpowiada-
jacej 5 probowce skali Mac Farlanda.

4. Przygotowanie suchej masy bakte-
ryjnej. Kazdy badany szczep Fusobacterium sp. i
B. fragilis hodowano w ciggu 3 dni w temperaturze
37°C w objetosci 4 1 podloza Wrzoska z 0,5% glukozy.
Supernatant uzyskany przez wstepne wirowanie ho-
dowli przy matych obrotach (1000 obr. na min. —
2 min.), wirowano nastepnie przy 4000 obr./min. przez
45 min. Otrzymany osad bakteryjny plukano woda
destylowang, a potem 3 razy acetonem o temperatu-
rze 4°C i suszono w 40°C przy czesciowej prozni przez
okoto 6 godzin.

5. Izolacja wielocukrdéw. Wielocukry otrzy-
mywano z suchej masy bakteryinej wedlug metody
Westphala i wsp. (29) przez 4 — krotne ekstrahowa-
nie fenolem i 3—4 dniowa dialize w wodzie destylo-
wanej w 0°C.

6. Analiza chemiczna, BliZzsza charakterysty-
ka wielocukréw objela ilosciowe oznaczenie: heksoz
metoda antronowa wedlug Mokrasha (18); metylo-
pentoz wg Gibbonsa (13); aminocukréow metodg Elson
— Morgana wg Colvicka i Kaplana (9); kwaséw uro-
nowych wg Dische (11) oraz zwigzkéw azotowych wg
Lowry 1 wsp. (17).

Powyzsze oznaczenia wykonano w spektrokolory-
metrze ,,Spekol” produkcji C. Zeiss — Jena.

7. 0dczyn hemaglutynacji posSredniej
(HaP). Jako antygen stosowano erytrocyty owcze,
oplaszczone wyciggami lipowielocukréw uzyskanych
metodg fenolowg z komoérek badanych beztlenowcow.
Odczyn wykonywano wedlug metodyki stosowanej
przez Truszczynskiego i Bakera (25).

8. Odczyn =zahamowania hemagluty-
nacji poéredniej (IHaP). Surowice odporno-
Sciowe w objetodei 0,2 ml mieszano z 0,1 ml cukréw
standardowych o stezeniu od 0,4 M do 0,025 M i in-
kubowano w 37°C przez 2 godz., po czym dodawano
0,2 ml oplaszczonych erytrocytéw i przetrzymywano
w 37°C przez dalsze 2 godziny. Przy wynikach do-
datnich okre§lano najmniejsze stezenie cukré6w dajgce
zahamowanie hemaglutynacji. Swoisto§é odezynu
sprawdzano kontrolami dodatnimi i ujemnymi. Jako
kontrole dodatnig stosowano surowice o aktywno$ci
2 jedn. Ha w systemie z erytrocytami oplaszczonymi

homologicznym antygenem, ale bez inhibitoréw, a ja-
ko kontrole ujemng — te same surowice w ukladzie
z erytrocytami nieopltaszczonymi.

Wynikiiomoéowienie

Uzyskane rezultaty badan nad réznicowaniem
beztlenowcéw Fusobacterium i Bacteroides od-
czynem zel — precypitacji z uzyciem surowic
antybakteryjnych ,,OH” i antygenéw ogrzewa-
nych i nieogrzewanych przedstawia tab. 1. Wy-
nika z niej, ze obie uzyte surowice ,,OH” w
przypadku antygenow nieogrzewanych wykaza-
Iy szereg nieswoistych powigzan miedzyrodza-
jowych, a zatem do identyfikacji rodzajowej nie
nadajg sie. Natomiast przy zastosowaniu anty-
gendw ogrzewanych zakres reakcji dodatnich
wystapil tylko w obrebie odnosnego rodzaju.
Odnosnie reakeji ujemnych to byly one zgodne
z przynaleznoscig rodzajows szczepdw przy su-
rowicy anty Bacteroides (B. fragilis 350). W
przypadku surowicy anty Fusobacterium (F.
necrophorum 108) — nie uzyskano oczekiwane-
go dodatniego wyniku az u 6 szczepdéw z .14
zbadanych (42,9%), w tym u 1 z 9 zbadanych
szczepow zwierzecych oraz u wszystkich 5 szcze-
pow ludzkich. Powyzszy wynik zdaje sie wska-
zywat na brak wspdlnego antygenu rodzajowe-
go u szczepow ludzkich i zwierzecych zalicza-
nych obecnie do wspélnego rodzaju Fusobac-
terium.

Wyniki badan nad skladem ilosciowym cuk-
row i zwigzkoéw azotowych w lipowielocukrach
przygotowanych wedlug Westphala 1 wsp. (29)
przedstawiono w tab. 2. Wynika z niej, ze
wszystkie 3 uzyte szczepy rodzaju Bacteroides
wykazuja stosunek dodatni biatek do cukréw
(1,5—3,5/1), natomiast wszystkie zbadane szcze-
py Fusobacterium charakteryzuje stosunek
ujemny (1/1—2). Poza tym stwierdzono u szcze-
pow Bacteroides znacznie nizszg zawarto§é hek-
sozamin: Bacteroides 15,0—18,7 mg%h, a Fuso-
bacterium 27,5—30,5 mg%. Zbyt mata ilo§é prze-
badanych gatunkéw i szczepéw nie pozwala na
wyciagniecie wigzacych wnioskow. Powstajg
przy tym wskazania odnodnie celowosci prze-
prowadzenia szerszych badan w tym kierunku.

Rezultaty przeprowadzonych badan nad dzia-
laniem hamujgcym cukréw na aktywno$é su-
rowic w odczynie HaP przedstawione w tab. 3

Tab. 1. Réznicowanie metodg Ouchterlony’ego beztle nowcow IFusobacterium i Bacteroides

Antygeny - Rooza/ ey Fusodacterium Bacteroices
WNr szCz@pU 565791 (92|93 94|97 |36 |99 \107 | 106|606(337| 95 | §6 |252|350\35¢ | 37 | 32 |33 |mé | wr
Pochodzenie zlz|zl|lz|z|z|z|z|z|z|z|c|c|c|clc|C|c|c|clc|z|=

Surowica , 04"

anty: Ogrz. |2 |- |nb|2|2|nsl3 |1 |f|2|2-|=|=|=-|-|-|-|~-|~|~|~]|~-

Fusobacterium

CF.necrophorum 108) wogrz. |3 |22 |32 |24 |3|2|2|3|3|~|-1¢2|2]l1|r|l2|2|2|17]|2

Surowica ,0H" [ 1 i

anty: 0grz. == me| - === -|=|=|=|-|2|2|2|2|2]1 |4

Bacteroides ! |

Co.fragitis 350) __wogrz. |1 s | <o ||| fa|--|-{a]o]| |-|m|o|a]s|slalz]a

Objasnienia: wartosé liczby = wynik dodatni i ilo§¢ linii pre cypitacyjnych; — = wynik ujemny; nb = nie badano; Ogrz.
Z = szczep wyosobniony od zwierzecla; C = szczep wyosobniony
od czlowleka; x = szezepy Nr 95 i 96 nalezg do gatunku F.

antygen ogrzewany; Nogrz. = antygen niepgrzewany ;

nucleatum, nr 252 — F. mortiferum, pozostale z rodz. Fuso-

bacterium — F. necrophorum, wszystkie Bacteroides — B. fra gilis.
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Tab. 2. Skiad ilosciowy cukréow i zwigzkow azotowych (w mg%) w wielocukrach wedlug Westphala uzyska-
nych z paleczek Fusobacterium i Bacteroides

/| Zwiqzae| C457F Stosunek zwiazkow
Badany szczep Poc/;aa’zemJ.‘/eksazam:’ng Metylopentozy u/:g:aizt.' azo%owe- ;,"::::;cx azotowych do c:fe/o'w
F.necrophorum 108 Z 30,5 25,0 32 225 225 LA
" 98 z nb 28,3 35 36,1 12 115
" 337 c 275 716 131 26,1 412 1 i (5
" 606 ¢ nb 133 nb 101 212 1 : 2
B8 fragilis 351 c 150 150 40 | 075 | 312 35 1
" 350 ¢ 187 166 62 515 | 387 15 1 ¢
" mb z 75 38,3 31 261 | 187 2 : 1

Objasnienia: nb = nie badano; Z == szczep wyosobniony od

wskazujg, ze surowice przeciwko Fusobacterium
sg hamowane przez d — glukozamine, a czescio-
wo i przez niektoére inne cukry (d — ksyloza,
d — rafinoza). Natomiast obydwie zbadane su-
rowice anty Bacteroides nie s3 hamowane przez

Tab. 3. Dziatanie hamujgce cukré6w na aktywno$c
surowic anty Fusobacterium i Bacteroides w odczy-
nie hemaglutynacji poSredniej

Alaiheading .!'C?'c"i?/,‘(e MG{ErnE Einrid
Uklaa romologiczray: Aamufqce ﬁemdﬁ’l"“‘:’-’“"cj:
& 1
w (S
]
g R
o o o
suromica-antygen | g Siw|B E N ::'['E iy % 8 5 .
5l g8 B N ) v |
a‘ﬁ-‘;}%f:iagsﬂexp‘s.ba
Q4 Sl S| aR g8 |n|v |0
x(%|b ‘Z‘N‘gu“fho.\hq S hﬁx <
Pl 13 3 ) . -
R R R MR
F.necrapiorum 108 = o4 - = l ~[=Teal == =1~ | =
7 necrophorum 337 o et a4 - o - - | = = ==
D.fragilis 350 =|=|=f{=|=t= ml=l=|=1=]= -1
B.frageies 351 ! |=b=l] = | I |
—— e X, lL a1 . S S S
Objadnjenia: — = zupelny brak hamowania nawet przy kon-

centracji cukrit wynoszgcej 0,4 M; wartos¢ liczby = hamowa-
nie przez cukier w danej koncentracji molarnej.

zaden z 16 uzytych cukrow. Powyzszy wynik
wydaje sie wskazywaé, ze pewne cukry odgry-
wajg role w ugrupowaniach terminalnych an-
tygenow paleczek Fusobacterium.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, ze przeprowa-
dzone badania sugeruja mozliwo$é¢ wykorzysta-
nia niektérych metod immunochemicznych do
wstepnego odrézniania drobnoustrojéw rodzaju
Bacteroides i Fusobacterium. Jednak badania ta-
kie winny by¢ powtérzone na wiekszej ilosci
szczepow, w dodatku bardziej zroznicowanych
pod wzgledem gatunku i pochodzenia.

Wnioski

1. Badanie antygenow ogrzewanych w odczy-
nie Ouchterlony’ego z surowicg kroliczg ,,OH”
anty B. fragilis 350 pozwolilo na odréznienie
wszystkich zbadanych szezepow Bacteroides od
Fusobacterium.

2. W przypadku surowicy ,,OH” anty F. ne-
crophorum 108 to dodatni wynik identyfikacji
uzyskano tylko w stosunku do szczepéw homo-
logicznego rodzaju. Jednak wynik «ujemny wy-
stepowal w odniesieniu nie tylko do paleczek
Bacteroides, ale i do wielu szczepow Fusobac-
terium, w tym do wszystkich — pochodzgcych

zwierzela; C = szczep wyosobniony od czlowieka.

od ludzi. Rezultat ten wskazuje na brak wspol-
nego antygenu rodzajowego u szczepow ludz-
kich i zwierzecych rodzaju Fusobacterium.

3. Stosunek iloSciowy zwigzkéw azotowych
do cukrow oraz zawarto$é¢ heksozamin w wielo-
cukrach wedlug Westphala wydaja sie posiadac
znaczenie w identyfikacji rodzajowej paleczek
Bacteroides i Fusobacterium.

4. U 2 zbadanych szczepow F. necrophorum
108 i 337 stwierdzono hamujgce dzialanie w
IHaP niektérych cukréw, przede wszystkim d —
glukozaminy, czego nie wykazano u obydwu
szczepéw Bacteroides.
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UccaepoBanu tecrom Ouchterlony BasMOXHOCTH
npen™udurkauum pomna y 16 mrammoB Fusobacterium
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sp. u 7 Bacteroides fragilis. KpoMe TOro B 3KCTparu-
pPOBaHHBIX (DEHOJIOM mHoXMcaxapuaax u3 4 IITAMMOB
F. necrophorum u 3 mrammor B. fragilis onpesemnan
IpY IIOMOIM CICKTPOKOJIOPMMETPa COAEePXKaHUe TeK-
€03, MeTUJIIOMEHTO3, YDOHOBOJM KMCIOTBI, aMMHOKMCIOT
U a30THBIX COeMUHEHMIT a TakxKe CTeleHb 3aJePXEKU
rocpencTBenHoi remarratorunanuy (IHaP) usbpaHHeMu
MoHocaxapuaaMmy. MccllenoBaHue TPETHIX AHTUTEHOB C
crenudnyecKoit CLIBOPOTKOM KPOBM HpPOTMB B. fragilis
350 MO3BOJIUJIO OTAUYUTE BCe MCCIEAYEeMbIe LITAMMBI
Bacteroides ot mrammos Fusobacterium. B cayuae
crrenMMYECKOli CLIBODOTKM NpPOTUB F. necgophorum
108 mOMOKUTENLHBNI Pe3yNbTAT MAeHTHMPMKANUMU II0-
NYyYNIM TOJHLKO B OTHOIIEHMM K IITAMMOM I'OMOJIOTM-
JeCKOTO pojfa. Pe3yAbTaThl XUMMMUUECKUX MCCIeROBAHMN
yKa3bIBAIOT, YTO KOJMYECTBEHHOE OTHONIEHUE A30THBIX
COeAMHEHUI K caxapaM M COAeprKaHMe TeKCO30aMMHOB
MOTYyT VMeTb HEKOTOPble 3HA4YeHMe XA UACHTUPU-
Kanuu maxodyek poros Fusobacterium u Bacteroides.
V¥ 2 uccnenyemblx miraMmoB F. necrophorum 108 m 337
YCTAHOBMIAM MUHTUOUPYIOIlee MAelICTBMe B peakuum 3a-
JepPXKKM IIOCPEACTBEHHO) TeMarJlIIOTHHAIMM HEKOTO-
PBIX CaxXapoB IJIABHBIM 06paz3oM I-IJIIOKO3aMMHA, Yero
He BBIABUAM y oGOMX MCClIeAyeMbIX mraMMmos B. fra-
gilis.

Cygan Z., Jastrzebski T. — Studies on immunoche-
mical identification of Bacteroides spp., and Fuso-
bacterium spp.

There was studied the possibility of genus iden-
tification of 16 strains of Fusobacterium and 7 strains
of Bacteroides fragilis. Besides, there was spectro-
photometrically determined the content of hexoses,
methylpentoses, uronic acids, aminosugars and nitro-
gen compounds in phenol-polisaccharidic extracts of
4 strains of F. necrophorum and 3 strains of B. fra-
gilis, and also the degree of inhibition of the in-
direct haemagglutination test (IHaP) by chosen simple
sugars. Studies with antigens heated with B. fragilis
350 antiserum enabled the differentiation all the
strains of Bacteroides spp. and Fusobacterium spp.
studied. Tn the case of ¥. necrophorum 108 antise-
rum, positive results of the identification were noted
only with the strains of the homological genus. Che-
mical studies revealed that quantitative ratio of ni-
trogen compounds vs. sugars, and the content of
hexosamines may play some role in the identification
of microorganisms from Fusobacterium and Bacte-
roides genus. In two strains of Fusobacterium necro-
phorum 108 and 337 inhibitory activity of certain
sugars, especially d-glucosamine was observed in
IHaP test. This activity was not noted in the case of
two studied strains of B. fragilis.

JERZY KITA, JANINA OYRZANOWSKA, JAN PRANDOTA

Uodpornianie drogg donosowq bydfa przeciw
bronchopneumonii za pomocg szczepionki Parabovac*)

Z Instytutu Choréb ZakaZnych 1 Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego SGGW — AR W Warszawie

Stwierdzenie przeciwcial w $luzie drég odde-
chowych po zetknieciu sie z wirusami, zapo-
czatkowalo podjecie préb donosowego uodpor-
niania ludzi i zwierzat przeciwko wirusowym
schorzeniom ukladu oddechowego. Todd (14),
Bogel i Liebelt (2, 3, 4) utrzymuja, ze najwyzszy
stopieri ochrony przeciwko wirusom, ktére sil-
nie replikuja sie w komérkach nablonkowych
blony podsluzowej gérnych drég oddechowych
mozna osiagngé przez szezepienia donosowe,
kidre pobudzaja zaré6wno miejscowe jak i og6l-
ne mechanizmy obronne. Réwniez z prac in-
nych autoréw (3, 5, 6, 7, 15) wynika, Ze szcze-
pienie donosowe zywym, atenuowanym szcze-
pem wirusa parainfluenzy-3 (PI-3) jest bardziej
skuteczne niz szezepienie innymi drogami, a
obecnoéé przeciweial w wydzielinach nosowych
okazala sie lepszym wska#nikiem odpornoéci
gospodarza na zakazenie wirusem niz poziom
przeciwcial w surowicy krwi. Na szezegélna role
przeciweial miejscowych w odpornosei przeciw-
ko wirusowi PI-3, wskazuje fakt wiekszej po-
datnosci na zakazenie cielat z wysokim pozio-
mem przeciweial surowiczych lecz niskim prze-
ciwcial §luzu w poréwnaniu do zwierzat wyka-
zujacych niski poziom przeciwcial w surowicy
lecz wysokie miano przeciwcial miejscowych

*) Parabovac — atenuowana szezeéplonka przeciwko bron-
chopneumonii mtodego bydla wywolanej przez wirus parain-
fluenzy-3. Opracowana przez J. Kite w Instytucie Chordb Za-
kaznych 1 Inwazyinyeh Wydzialu Wetervnarvinego SGGW-AR
w Warszawle.
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(6, 10). Ponadto przy podaniu szczepionki ta
drogg istnieje mozliwo§¢ weczednieiszego (w
wieku ponizej 8 tygodni) uzyskiwania odpor-
nosci czynnej niz przy szczepieniu domiesnio-
wym, bowiem przeciwciala siarowe nie majy
istotnego wplywu na mozliwo$é pobudzania
miejscowych mechanizméw obronnych przy
donosowej drodze uodporniania.

Miejscowy odczyn odpornosciowy polega na
pobudzaniu komérek plazmatycznych znajduja-
cych sie w blonie pods§luzowej drég oddecho-
wych, ktére majg zdolno§¢ wytwarzania prze-
ciwcial nalezacych do klasy tzw. wydzielniczych
IgA. Obecnos$é tych przeciwcial w §luzie stano-
wi bariere przed wtargnieciem wiruséw w glab
organizmu. Przeciwciala te wraz z dopeliaczem
i lizozymem nie dopuszczaja do namnazania sie
wiruséw w komérkach nablonka drég oddecho-
wych. Szezepienie donosowe pobudza réwniez
mechanizmy odpornoéci nieswoistej. Wykazano
bowiem (14), ze namnazanie sie w obrebie drég
oddechowych do 10 dnia po podaniu szczepion-
ki, zywego atenuowanego wirusa IBR stymu-
luje miejscowe wytwarzanie interferonu. Jego
obecnoéé sprawia, ze juz po 72 godzinach po
podaniu szczepionki zwierzeta sa niewrazliwe
na zakazenie zywym zjadliwym wirusem. Och-
ronny poziom interferonu utrzymuje sie jeszcze
do 6—8 dnia po szczepieniu a wiec do momen-
tu, kiedy w $§luzie drég oddechowych pojawia-



