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Sporzqdzonie swoistych f luorescencyjnychkonjugot
ł ich wortośó w diognosiyce różniczkowej

drobnouslrojów rodzoju Compylobocter

ł ZaĘadu Plofilaktyki Nietrłod]lośfl

Odczyn immunofluorescenzji (IF) polegający
na reakcji znakorvanych przeciwciał ze swois-
tynr antygonern wykorzystany został rórvnież
do wykrywania drobn,oustr.ojów z rodzaju Caln-
pylobacter (Vźbrlo) w romrLazach z wypłuczyn
z napletka buhajów oraz do ic{entyfikacji prze-
cinkowców po uzyskanyłrr wzloście na podło-
żach sztuxznych. Autorami pierwszych prac z
tego zakresu byli Hersch]er (4), O'Bery (7)
oraz Mellick i wsp. (6). W toku dalszyclr badań
poszczególni autorzy lv celu złnnie-iszenia nie-
specyficznej fluorescencji wpr"ol.vadzili pewne
rllodyfikacje w .stosowanei dlo tegcl czasu meto-
dyce. Zmian5r te dolyczyłv .sposolłu frakcjono-
wania gamma globulin (?), znakou,ania korrju-
gaty (11), a także jej oczyszczania (B). Badacze
ci strvierdzili, ze krzyżowe reakcje dodatnie za-
chodzą pomiędzy s.,łroistą surowicą znakorx,aną
CampElobacter f etus a antygenami bakterii
CampElobacter Jetus subsp. fetus oraz Cam,-
pylobacter fetus subsp. źntestinalżs, natoiniast
brak ,iest reakcji z arrtygenarnt Compylobclcter
sputol"uln sub sp. bubulus.

*rrlunoy,l}m wykr5;uląnigm drobnoustrojów
z rodzaju CampElobactel, vt w;,płuczynaetl z
napletka b,uhajów araz w śluzie pochwowym.
materiale z biopsji u krów i owiec, pluy po-
mocy fluoryzuiących przeciwciał z równoczes-
nym rv!-korz)rstaniem metod hodowlarryclt, zai_
l-1rolvało się szele..q autorów (5, 7, 9, 12, 13, 15).

Celern naszej pracv było zbadanie możlirrroś-
c,i sprlrzaelzania dIa prrt,l,ze'o usługrl,ł11-1rp,c,ltrlv-
t:zyclr z wztlrcłlwyclr i terenorłlyelr szczcprirv
C umpy l,ab rlcter konj ui4a l f l uores cene.r,j nyclr, po-
nadto ocena ich rval-tości diagnost;1cznej pl.zy
pOrównaniu uz;l5kąn;rgh rvyników metodą inr_
munofluorescencyjną 7 qlynikarni badań meto-
dą hodcwlaną.

1!I ir +, ei ri ał i urc 1oo d 
"v

1)o sporządzan,ia konjugat użylo wzorco\\ry szezep
CampElabacter fetus subsp. fetus 5992 ot,rzy,marly z
Czechosłonvackiej Kolekcji Drobnous,trojórv w Brnńe
oraz szcżepy terenowe: Campglobaeter f etus subspl,
fetus 2I ,,vyizolowany z .wypłuczyn worka napletko-
wego buhaja, Campylobclcter fetus subsp. i,ntestźnalis
k ul}łizolowany z poron,ionego płodu orrrcy oraz 2
szcz€]py Campglobaeter sputorum subsp. bubulus B80
i 861 rvy,izolowane z wypłuczyn z napletka btrha-
jórł'. Szezepy te został1, si:rarvdzołrc. Brży pomoe y
testórv biochemicznych wg Bergey'a (3).
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h]stj;,tutu weteĘ,nafii oddzlał 1v Póznaniu

Uodporrrianie królilrów: srvoiste śuro\ł,ice o odpo-
lviednim mianie r,tzyskiwano przez trodpornianie kró-
likórł,. Pocjalvano irn dożylnie (żyła btzeżna ucha)
wzrastające darvki za,rvies,iny bakterii vl 0,85% roz-
trvorze NaCl z dodańkiem 0,03% formaliny. Zawie-
sinę stanowiła spłuczyn,a 3-dnio.rlej, czyslej hodcvlli
danego szczep\I na agarze z krv",ią, a gęstość za"lvie-
s!r-ry odporr.iadała 9 X 103 bakteri ..łl 1 ml, Króliki
szczepiono .,,, ods',ępach 3-dniorł,ych aż do uzyska-
nia miana 1:5120. Fo 5 dniach od ostatniega -śzcze-
pienia skrrvarvialro lirólil;i, a spe e yficzność surol,.,ie
sprarvdzarro metodą absorpcji.

Znakowanje surorvic: rvysalanie odilorviedrliej frak-
cj,i globulinourej rv uzyskanych suroir.icach odpornoś-
ciowych przeprorł-adzono wq Mellicka i rvsp. (6) i Phi-
l]pota (8) przy pomoty rórłne j o,b jętośoi 40i1.1 siar-
€zanu amon,u rv cia,gu 30 nrin. rr, łaŹni ]c,cloqrej na
nr,ieszalrriku nragnetyczn),m. Suiorvice po przetrzyma-
triu rv te,mp. 4oC odwirorr"żrgano łla,stęonego dnda
ptzez 30 min. przy 3000 cbr."min., ]]]]zemywano pół-
nas},coll),m lroztrł,ore m siarczanu arnonu i pono."lznie
rr,,irotvano. Otrz}rnany osad rozpuszęzano lv 0.15 lł
buforcrł,ym roztrvorze NaCl (ilość PBS stanolviła 1/3
rvyjśoiorvej objętości surorvicy) i dializołł-ano celern
usuniqcia soli amonotł,ych, wobec tego samego bufo-
ru rv temperaturze 4oC ptzez o,kres około 3 dni. W
tak przy,gotorvanrym roztttorze oznaczano stężenie
białka i rv razie potrzeby rozcieńczano PBS-em do
koncentracji około 20 mgiml. Roztrł,ór białka zobo-
jętniano 0,5 i\T bu,fore6 1ryęglanowym o pH 9 i na-
s,tępnie do,daulano stale mieszając na łaźni 1o,dorvej
lrroplami izotioc janian fluoresceiny roz,puszczony lv
niewie.lkiej ilości śr"lieżo p,rzygotowan ego 29o NaHCOr.
Izotiocjanian fluoresceiny dodarvano w ilości 0,035 mg
na 1 mg białka. Mieszanie kontynuołvano przez dal-
sze 3,] min. stale w tenrp. 4oC. Celem usunięcia nad-
miaru banvnika, roztwór sączono na ]rolurnnie wy-
pełnionej Seilhadexem G-25 fine o słupie żelu dłu-
gc:.ici 1B0 mrn i §redn,icy 13 nrm. Zrle]<orł,any odczyn-
niJ< rvvpłukirvano bulorowl,rn lilztlr"orem NaCl nadal
rrl tcrup. 4aC.. Zebran;l, zrralłorvaną globulinę po do-
danirl lnerticl]alu do końcowego stężenia 1:10 000 roz-
lervano po 0,25 ml i 1rrzechoĘ,}rlvano t,,, temp. _:15oC^
1łI sporządzonych konjugatach s,tężenie barwnika wy-
rażone rv mikrograrrrach, wynosiło około 5,0. Tnva-
1ość przecholv]ĄL,anej 1v w\v. temperatu,rze konjugaty
sięqa co najmniej 12 m,iesięcy.

Plzygotołvanie i barwienrie preparatórv: badanie
llicznarrego antygenu przeprowadzono metodą bezpo-
średnią. Materiał Erzeznacznny do badair traktowano
w zależrrości od jego rodzaju (,"vypłuez}łny, śluz, ma-
terial z biop'sji, hodołvla płylrna) zgodnie z zalecenia-
mi metodycznyrni: wirowarrriem, płukaniem, rozcień_
czaniern (6, B, 9, 10, 11, 12, 13, 15). Utnvałony, ma-
teriał. nałożgny ;w postaci Tozmazu lub kropli na
szkiełko przedmiotowe o gruboŚct do 1 mm, pokry-
wano 1-2 kroptrami srvois,tej znakou,anej ,surowicy,
rozcieńczonej PBS-em rv stosuurku 1:2. Prą:araty prże-
trzyrn1,1vano w komorze wiilgotnej w temp. 37oC ptzez
25 minut, p}ulcano kolejno po 5 minut rv ts zmianach
PB§-tl i ,stt§żono lv templeraturze pokojowej. Na wy-
suszoRy preparat na,kładano kroplę buforowego rpz-
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tworu glicerolu, nakrywano szkiełkiern nakryw-ko-
wym i oglądano l,v mikroskopie luminiscetrcyjnyrn
,,Zebopan-Reichert" (kondenso,r cie,mnego pola, lam-
pa Hg, HBO 200, filtry rvzb,udzające i odcirrające
FITC-S, OG-515). Widoczne w polu rvidzenia jasne,
żółto-zielone świecące twory (przecirrl<i, spirale, rvał-
ki) na czarn}rm lub czarno-zielonym tle świadczyły
o o ecncśoi męirvikórv rł, badanym materiale.

Wyniki.i omówienre

Konjugaty anty-Campglobacter fetus spo-
rządzorle zarówno w oparciu o wzoTcowy szczep
czeski 5992, jak i własne szczepy terenovze 21
i K, dawały świecące kompleksy antygen-prze-
ciwciało z antygenarni Campylobacter f etus
silbsp. Jetus (ry,c. 1,) i Campglobacter tetus

obecnŃci innego anty,$enu ciepłoclrwiejnego u
tego szczepu (2). Nie wykluczona jest równiez

Tab. 1. Krzyżorve testou,anic sulowic immunofluo-
rescctrc;,jn;,ch dotyczące clrobnoustrojórv z rodzaju
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Ryc. 1. Cartpglobcl,cter letus rv nrilrroslioporvl-t,tt
obrazic 1l' (pot,. 630X)

subsp. ,lrł,testżltctLis o nieco zróznicowanej inten-
§yw,noŚci. Konjugaty anty-Compylobacter spu,
torum sróbsp, bubttlus §porządz,one z własnych
szczepów terenorvych BB0 i 861 nie clawaiy
świecenia z żadnym z użyt:lgh szczepów gatun-
ku Campylobacter Jetus, Szczegółowe wynild
krzyżow ego testorł-ania surowic immunof luore-
sc€ncyjnych rł, obrębie rodzaju Campylobacter
zebrano w tab. 1. Konj,ugata BB0 da.lrała lea-
kcję fluore§cencyjną z antygeneTrr 5BB8, nato-
miast konjugata 861, choć skierowana równiez
przeciwko szcze,rpowi o potwierdzonej bioche-
micznie plzynależności do podgatunku Ca.mpg-
Iobacter sputorum s?rbsp. bubulus, reakcji tej
nie wykazywała. Być może było to wynikiein

Tab. 2. Gatunkolva atraliza róźlriczkołva lodzaju Catt,yll1lobacter na tle wyników badań hoclowlanych i me-
todą Il'
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objaśnielua:' : szczep z kolelicji Drobnoustfojó,
CSllS; ** : szczep tererro\vy.

irroz]iwość istrrienia rvśród .szczepórv tego pocl-
iantcilv o niecałkor.r,i-
ltonrpleksorvej sT ł,ois-
lvvclirji1 się rvskaz;,,-

e §zcregu krajołvych
] ;łboratoliów Tozpozlla\ĄIczych.

Wszystkie konjugaty nie darvały świeceniir z
batkterianri z roclzaju Protelłs, Pseudolltonas,

Obccnc w l]ie-
e żó]to-ziełonc,
i strzępków nie

stanorviły przeszkód interpretacyjnych. Taril i
Kleckner (11) potwierdzają wcześrriejsze dane
o krzyżorvym barnvieniu konjugal,ą Campylo-
bacter fetus, baktclii Staph,p1lococcus auTeltrs,
wskazując jednak, że for"rny morfołogiczłre tych
dr,,obnoustrojów są łatwe do odrózŃenia nar.vet
ocl kokoidowych form Cantpglobacter.

W tab. 2 przedstawiono porównalvcze ze§tżr-
wienie wynilrów wykrywania drobnoustrojów
z rodzaju CampElobacter w różnyoh materia-
łacir biologicznych plzy ponrocy iletod lrodowli
oraz IF. W 71 próbach pobranych z inkubo-
wanych przez 3 dni pożywek Bartletta, na któ-
Jr€ uprzednio posiano odwirorvirne i przesączo-
ne wypł:uczyny z napletka buhajów, uzyskano
zgodność wyniku meŁody hodorvlanej z nrctodą
IF rł,e rvszystkich przypaclkach. Naloży jec]nak
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podkreśłic, iz nretoda lrodowlana z zasŁosowa-
niem testów biochemicznych qrg Berse}'a po-
zwala na szczcgółorve zaszercgortanie rvyizolo-
wanych szczepótł, do odpowiednich gaturrkór,v
i podgatunkórł,, natomiast przy pomocy metody
IF można iedynie stwierdzić: lub wykluczyć
przyna7eżność tych szczepow do gatunku Cam-
pylobacter JeLus. Zaletą metody IF jest jed-
nak mcż]iwość otrzymania rvyniku w ciągu kil-
ku 61odzin, podczas gc]y clkrcślenie biotypu
szczepu z rodzaju Campylobacler trwa około
10 clni. Ułvzglęciniaiąc prakŁyczny ccl baclari
l,uŁ\,nolvych rv tym kierunku, znrierzający do
rv;rkrycia szczepów patogennych rodzaju can-
,plli,oba<:ter, strviei,dzić irależy. ze metocla IF lv
koi:c)zrc.ji z ],lodorł,lą pclzr..lala na sz)rłl|iig 19r-
gl,atliczenie szczepórv gatunku Call"tpylobacLer
felus od gaiunku Campylobctcte,t, sptttorLLnl, co
pl,aktycznie pozrł,ala na obiektywną wyporvieclź
cliagnostyczną w stosunku do większości pi-ób
podejr:zanych o obecność patogennych dlobno-
rrstrojórv z loclzaju Ccull,pyłobacter.

Plzy baclaniu 3] iiofilizowanych szczepórl,,
Campl1lobactel, uzyskano v,, obtr nretodaclr zgo-
dirość rł,ynikóiv rv 26 przy,padkaclr. N{etodą IF
stu,ierdzolro dodatko,u,o obecność clrobnoustro-
j<:lv Canl,pElobacter rórrrrriez rv pozostał_vclr 5
próbach. które poCclaire badaniu nreLoclą hodo-
lvlaną nie \r.vkazały rł,ziostu tycl-r bakterii. W;,,-
l.iki te dorvoclzą, że metoda IF pozrvala rvy-
kr,vĆ ł-,. badal'ynnr nrateriaie bakterie z rodzaju
Cam,pylcbacter naqlet w tyclr prz.ypadkrrclr, gdy
ulegly orre obumarciu. zachowując s\\/oje ce-
clrv antygeltotł,e i nrorfologiczne.

Stwierdzenie metodą Itr' clrobnoustrojórv Caln-
pylobacter bezpośl,cdnio \\r rvy,płtrcz5łrach z
rvolka napletJ<clweso bulrajói,,,,. mil,no truc]noś-
ci technicznych sporvodorł,arrycir brakienr od-
powiednich, metodycznie zalecairyclr urzącizeti
q1,-z q,,r-kr;ycie tycll bał<telii rv śluzie pocll\,vo-
y,lym i w materiale z biopsji szyjki rnacicznei.
dowodzi praktvczne.j przydal,ności tej metod.;,*.

Podobne badirnia poró."vnawcz.e przy pomoc)I
tnetod5r,hoclow]irnej i immun,ofluorescenc;ljnej
prołvadzili rniędzy innymi Winter i łr,sp. (14),
Phiłpott (9) oraz Andrews i Frank (15). Auto-
rzy ci rv pełni poŁrvierdzi),li praktvczną wal,iość
metody IF lv cliagnostyce nrętw-ika plodowego
urvażając, że stąrrorvi ona cenne ,uzupełnicnie
metody hodorł.łanej.

Wni<lski
Na pcldstawie przeprorvadzonych baclań no-

'rr. 
o1,ycia§nąć rrastępujące lvnioski :

1. Sporządzone vig opisanlrch metod konju-
gaty wykazały rvystarcz,ającą dła celów diag-
t]ost;lg7nyęh srvoistość gatunkorn,ą i intensyrn-
ność w reakcjach immunofluorescencyjnych z
clrobnoustrojarni z,-odzaju Campglobacter.

2. Metoda IF unożliwia wykrycie drobnou-
strojów z tad,zaju Cam,pylobactet w materia-
łach, w J<tórych na skutek oJrumarcia lub osla-
bienia zdolrrości życior,vych tych bakterii, za-
łł,odzą r,utynowe rnetody hodowlane.
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3. Metoda IF w korelacji z hodowlaną po-
zwala na szybkic lozgraniczenie szczepów ga-
tunku Cam,p11lobacter Jetrłs od gatunku Com-
pylobacter sputol,um,
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\ĄlłxanKeBrł.r M., Pocnauorlcxrż K., JIocrrlrlcxlrń T.
IITnp5l1r"arro YL _ }fgroronnenrle cnequ{rrrvecxłx
I{oHT,N)raToB {rnroopecqerrqrrlr Jt t{x 3HarIeHI{e A,lrr
;rrtóóeperrrlrra;lrrroń ArtarIIocTIrItrł MrtKDoopTa}rt{3MoB
poga Campylobacter,

Asropu Befl]1 cpaBHlłTeJIbl{IJle rlcc,IleAoBall!.rn R I.Ia-
l4)aBJlerlr{r{ alt6pl,tosa cKoTa c noi{oulblo KJracc].{qecKo-
fo MeTcAa lrynbrypbr ,1 nleToAa VIó. Olłu IIoJIb3oBA-
.Irlcb KoltEloraTaIlrI. ri3roToB.]IeEHLIM'I uMu caMr{Mil.
onl4paEcb I(aK I{a NrecTHbIe [ITaI[MT,I, TaK ]r T,l3 o6pas-
ttonoi,-r rł],seżrroż rion.lrexqloł. KorrsroraTLI noKa3ail1,1
IocTaTot]H},rc tI},EcTB].lTeJ]bHocTb r{ ceJIeKTrfIJH},K, 1fH-
TeHcL{BqocTb cBcqeIl],lE, I{c3aB]4cI4A{yIo oT npolfcxo}K-
ireHrIf ynoTpc6aegllslx A;:ILlx,43roToB"lleHIlrI luTaM-
rron. MetoA ]{{l B l.oppc,rlflul,r}l c t<1,,,T srl,poił ;1ana.,r
Bcl3nfo)rtIocTT, 6r,lctporo oT,leneIII4JT ilITa§fifoB B]4Aa
Camn1,|6'bągler fetus oT EJlAa Campylobacter sputo-
l,um, 1116 npaKTrqe clir,r no-ąBo,lg Jlo o6lerrrfiarto tsL,IcKa-
3LIRaTT,c8 oTHoci{TcJlbHo 6o.uprulłrłlcrea npo6, BbI3br-
Baloq.r4x noxo3pclt].1e B np]rcyrcTBI{I-1 naTore}rHoTo
]IlTalI}ta il3 poAa Camp},Iobacter. Antoprr Ha ocnoBe
pe3Jl,TII]TaToB rfcc,jlc.aoBallrrń c noMou_lblo l.{Ó nplrlur:vra-
IoT BosAlox<HoCT:Ir IIoftBJl€II,J4fi B MccTHocTI4 cp€,qh UITan{-
N{oB [oAB].rAa Campylobactel sputorum subsp. bubulr,rs,
DapLlaIlToB c HeIIonHo AeTep\[IIHr{poBaI{HL,IlI Kollfiilelt-
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Mic[rałkierrńcz N[.. Roslłrnotv.s]łi K., Losiriski T,,
Szpryngiel L - Prepata,tion of tltc suecific fluorc-
scent conJrrga(cs ąrrtl their valuc in differential diag-
nosis of Canrpylobactcr sp.

The authors hatze calt,ied out a compalaiive stu-
dies on cattle vibriosis b1, the use of the classifical
microbiological examirratiotr and the IF method. They
usecl conjr.lgates plepared on tlre local strair. and orr
the strains obtainecl fi,onr tlre mllseum coillectiolr,
Tlre conjugates ,revealed a sufficierrt sen.sitivity and
a selective liglrt interrsity irrespective of the source
of tlre strains usecl for tlreir plclduction. T]re IF
method in conrparison io tlre clttssical microbiological
exirmination allou,ed a quiclr c]iffelentiatitrn of tlre
stlains of the camp),lobacter fetus flom c. sputorrrm.
or. the basis of the resulits of the studies obtained
b), the IF method, the autlrors suggest tlre possibility
rit occull:ct-lce of tlaliants ot l,tot fully determined
cclttrplex of tlre a,ntigeirous specific among tlre strains
of tlre subspecies Carrrpylobacter sputorurn stlbsp.
bttbulus in the local area,


