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Sporzgdzanie swoistych konjugat fluorescencyjnych
i ich warto$§¢ w diagnostyce roézniczkowej
drobnoustrojéw rodzaju Campylobacter
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Odczyn immunofluorescenzji (IF) polegajacy
na reakcji znakowanych przeciwcial ze swois-
tym antygenem wykorzystany zostal réwniez
do wykrywania drobnoustrojéw z rodzaju Cam-
pylobacter (Vibrio) w rozmazach z wypluczyn
7 napletka buhajow oraz do identyfikacji prze-
cinkowcow po uzyskanym wzroscie na podio-
zach sztucznych., Autorami pierwszych prac z
tego zakresu byli Herschler (4), O’'Bery (T)
oraz Mellick i wsp. (6). W foku dalszych badan
poszezegdlni autorzy w celu zmniejszenia nie-
specyficznej fluorescencji wprowadzili pewne
modyfikacje w stosowanej do tego czasu meto-
dyce. Zmiany te dotyczyly sposobu frakcjono-
wania gamma globulin (7), znakowania konju-
galy (11), a takze jej oczyszezania (8). Badacze
ci stwierdzili, ze krzyzowe reakcje dodatnie za-
chodza pomiedzy swoisty surowicag znakowang
Campylobacter fetus a antygenami bakterii
Campylobacter fetus subsp. fetus oraz Cam-
pylobacter fetus subsp. intestinalis, natomiast
brak jest reakeji z antygenami Campylobacter
sputorum subsp. bubulus.

Rutynowym wykrywaniem drobnoustrojow
z rodzaju Campylobacter w wypluczynach z
napletka buhajow oraz w $luzie pochwowym,
materiale z biopsji u krow i owiec, przy po-
mocy fluoryzuiacych przeciwcial z réwnoczes-
nym wykorzystaniem metod hodowlanych, zaj-
mowalo sie szereg autordw (5, 7, 9, 12, 13, 15).

Celem naszej pracy bylo zbadanie mozliwos-
ci sporzadzania dla potrzeb uslugowo-hadaw-
czych #z wzorcowych 1 terenowych szezepow
Campylobacter konjugat fluorescencyinych, po-
nadto ocena ich wartosci diagnostycznej przy
poréwnaniu uzyskanych wynikéw metodg im-
munofluorescencyjng z wynikami badan meto-
da hodowlanag.

Materiat i melody

Do sporzadzania konjugat uzylo wzorcowy szezep
Campylobacter fetus subsp. fetus 5992 otrzymany z
Czechosiowackiej Kolekeji Drobnoustrojéw w Brnie
oraz szczepy terenowe: Campylobacter fetus subsp.
fetus 21 wyizolowany z wypluczyn worka napletko-
wezo buhaja, Campylobacter fetus subsp. intestinalis
K wyizolowany z poronionego plocdu owcy oraz 2
szezepy Campylobacter sputorum subsp. bubulus 880
i 861 wyizolowane z wyptuczyn z napletka buha-
jow. Szezepy te zostaty sprawdzone przy pomocy
testow biochemicznych wg Bergey’a (3).
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Uodpornianie krolikéw: swoiste surowice o odpo-
wiednim mianie uzyskiwano przez uodpornianie kré-
likébw. Podawano im dozylnie (zyla brzeina ucha)
wzrastajace dawki zawiesiny bakterii w 0,85% roz-
tworze NaCl z dodatkiem 0,03% formaliny. Zawie-
sine stanowila spluczyna 3-dniowej, czystej hodowli
danego szezepu na agarze z Krwia, a gestodd zawie-
siny odpowiadata 9X10%8 bhakteri w 1 ml Kréliki
szezepiono w  odstepach 3-dniowych az do uzyska-
nia miana 1:5120. Po 5 dniach od ostatniego szcze-
pienia skrwawiano kréliki, a specyficznodé surowic
sprawdzano metodg absorpcji.

Znakowanie surowic: wysalanie odpowiedniej frak-
cji globulinowej w uzyskanych surovricach odpornos-
ciowych przeprowadzono wg Mellicka { wsp. (6) i Phi-
llpota (8) przy pomocy rdéwnej objetosei 40% siar-
czanu amenu w ciggu 30 min. w lazni ledowej na
mieszalniku magnetycznym. Surowice po przetrzyma-
niu w  temp. 4°C odwirowywano nastepnego dnia
przez 30 min. przy 3000 cobr.'min., przemywano pol-
nasyconym roztworem siarczanu amonu i ponownie
wirowano. Otrzymany osad rozpuszczano w 0,15 M
buforcwym roztworze NaCl (ilosé PBS stanowila 1/3
wyjsciowe] objetosci surowicy) 1 dializowano celem
usuniccia soli amonowych, webec tego samego bufo-
ru w temperaturze 4°C przez okres okolo 3 dni. W
tak przygotowanym roztworze oznaczano stezenie
biatka i w razie potrzeby rozcienczano PBS-em do
koncentracii okolo 20 mg/ml. Roztw6r bialka zoho-
jetniano 0,5 M buforem weglanowym o pH 9 i na-
stepnie dodawano stale mieszajac na l1azni lodowej
kroplami izotiocjanian fluoresceiny rozpuszczony w
niewielkiej ilodei §wiezo przygotowanego 2% NaHCO,.
Izotiocjanian fluoresceiny dodawano w ilosci 0,035 mg
na 1 mg biatka. Mieszanie kontynuowano przez dal-
sze 29 min. stale w temp. 4°C. Celem usuniecia nad-
miaru barwnika, roztwoér saczono na kolumnie wy-
pelnionej Sephadexem G-25 fine o stupie zelu diu-
gofel 180 mm i érednicy 13 mm. Znakowany odczyn-
nik wyplukiwano bulorowym roztworem NaCl nadal
w temp. 49C. Zebrana, znakowana globuline po do-
daniu mertiolatu do koncowego stezenia 1:10 000 roz-
lewano po 0,25 ml i przechowywano w temp. —-15°C.
W sporzadzonych konjugatach stezenie barwnika wy-
razone w mikrogramach, wynosilo okolo 5,0. Trwa-
loéé przechowywanej w wiw. temperaturze konjugaty
siega co najmniej 12 miesiecy.

Przygotowanie 1 barwienie preparatéw: badanie
nicznanego antygenu przeprowadzono metoda bezpo-
$rednia. Material przeznaczony do badan traktowano
w zalezno$ci od jego rodzaju (wypluczyny, §luz, ma-
terial z biopsji, hodowla plynna) zgodnie z zalecenia-
mi metfodycznymi: wirowaniem, plukaniem, rozcien-
czaniem (6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15). Utrwalony, ma-
terial, nalozony w postaci rozmazu lub kropli na
szkietko przedmiotowe o grubosci do 1 mm, pokry-
wano 1—2 kroplami swoistej znakowane] surowicy,
rozcienczonej PBS-em w stosunku 1:2, Preparaty prze-
trzymywano w komorze wilgotnej w temp. 37°C przez
25 minut, ptukano kolejno po 5 minut w 3 zmianach
PBS-u i suszono w ilemperaturze pokojowej. Na wy-
suszony preparat nakladano krople buforowego roz-
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tworu glicerolu, makrywano szkielkiem nakrywko-
wym i ogladano w mikroskopie luminiscencyjnym
,Zetopan-Reichert” (kondensor ciemnego pola, lam-
pa Hg, HBO 200, filtry wzbudzajace i odcinajace
FITC-3, OG-515). Widoczne w polu widzenia jasne,
z6lto-zielone $wiecace twory (przecinki, spirale, wal-
ki) na czarnym lub czarno-zielonym tle swiadczyly
o obecnosci melwikow w badanym materiale.

Wyniki-i omowienie

Konjugaty anty-Campylobacter fetus spo-
rzgdzone zaréwno w oparciu 0 wWzorcowy Szczep
czeski 5992, jak i wlasne szczepy terenowe 21
i K, dawaly $wiecace kompleksy antygen-prze-
ciwcialo z antygenami Campylobacter fetus
subsp. fetus (ryc. 1) i Campylobacter fetus

mikroskopowym

fetus w
obrazie IF (pow. 630X)

Ryc. 1. Campylobacter

subsp. intestinalis o nieco zrdéznicowanej inten-
sywnosci. Konjugaty anty-Campylobacter spu-
torum subsp. bubulus sporzadzone z wlasnych
szezepOw terenowych 880 i 861 nie dawaly
§wiecenia z zadnym z uzytvch szczepow gatun-
ku Campylobacter fetus. Szczegdlowe wyniki
krzyzowego testowania surowic immunofluore-
scencyjnych w obrebie rodzaju Campylobacter
zebrano w tab. 1. Konjugata 880 dawala rea-
kcje fluorescencyjna z antygenem 5388, nato-
miast konjugata 861, cho¢ skierowana rowniez
przeciwko szczepowi o potwierdzonej bioche-
micznie przynaleznosci do podgatunku Campy-
lobacter sputorum subsp. bubulus, reakcji tej
nie wykazywala. By¢ moze bylo to wynikiem

obecnosci innego antygenu cieplochwiejnego u
tego szczepu (2). Nie wykluczona jest rowniez

Tab. 1. Krzyzowe testowanic surowic immunofluo-
rescencyjnych dotyczace drobnoustrojéow z rodzaju
Campylobacter

Szcrepy rodzaru Aonrugaly

campyiabacter 5992 27

880 S67

elus subsp. ™
;:«:s - 5992 1 g

A
"
~
fetus subsp. " + -
L

i{ntermedius- 5993

fetus subsp. ™ + #
(nlestinalts - 5682

sputorum subsp.™ b ! L = P73 =
bubulus - 5888 ] | =

fetus subsp =% H HE oy = -
.”f-

Fetus - 21

Fetus subsp. <" s I
inteséinalis <K

sputorum sudsp.™* = i

tubulvs - 560 =
B - - + -
ol |

Objasnienia: ¥ = szczep z kolekcji Drobnoustrojow w Briie
CSRS; ** = szczep terenowy.

sputorur subsp "%
bobuivs ~ S8

mozliwosé istnienia wsrod szczepow tego pod-
gatunku tlerenowych wariantéw o niecalkowi-
tym zdeterminowaniu ich kompleksowe] swois-
{odci antygenowej, na co wydaja sie wskazy-
waé okreélone obserwacie szeregu krajowych
]aboratoriow rozpoznawczych.

Wszystkie konjugaty nic dawaly $wiccenia =z
bakteriami z rodzaju Proteus, Pseudomonas,
Diplococcus czy Micrococcus. Obecne w nie-
ktorych preparatach Swiecace Zélto-zielone,
drobne twory w postaci brylek i strzepkéw nie
stanowily przeszkod interpretacyjnych. Taul i
Kleckner (11) potwierdzaja wczeSniejsze dane
o krzyzowym barwieniu konjugala Caempylo-
bacter fetus, bakterii Staphylococcus aureus,
wskazujac jednak, ze formy morfologiczne tych
drobnoustrojéow sa latwe do odréznienia nawet
od kokoidowych form Campylobacter.

W tab. 2 przedstawiono poréwnawcze zesta-
wienie wynikdéw wykrywania drobnoustrojow
z rodzaju Campylobacter w rdéznych materia-
lach biologicznych przy pomocy metod hodowli
oraz IF. W 71 prébach pobranych z inkubo-
wanych przez 3 dni pozywek Bartletta, na kto-
re uprzednio posiano odwirowane i przesgczo-
ne wypluczyny z napletka buhajow, uzyskano
zgodno$¢ wyniku metody hodowlanej z metoda
IF we wszystkich przypadkach. Nalezy jednak

Tab. 2. Gatunkowa analiza réiniczkowa rodzaju Campylobacter na tle wynikéw badan hodowlanych i me-

tody IF
N | Hosc wynckon dedatnich
metoca hadomli meloda IF
 Rodza) materizlu R ol & wl 8
0 slwierarones obecnosci .:rm{mous:n.;fcw By glaa & 3 - 8 3 T
rodzaju Compylobacter 2% & 3% 38| ] l 30§
A2 e8|, 2839w (B33 2
NIRRT RN R IR E g
Seles(sa/aeld S ey IR|sR
IR RS I IR R
AR P AR I DM KSR R A A
Hodomle piernotne z wypluczyn z napletkq (ub rnasiena buhajow w\a |- |2 |s0o| |21 |50
Szezepy liofilizomwane wyhodonarne I MypIUczyn T naplebia buhajorn 3 |25 - | 26| - |2 |ar | - |3
Wypluczyny z napletka duhaion o - R e R0 e (-1 1 - | 3
Naterial z buopyi macicy u alowek 12 - |3~ 3|t | 1|2
Slyz pockmory jalomek 3 [ e bacdano 3| ~13
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podkresli¢, iz metoda hodowlana z zastosowa-
niem testow biochemicznych wg Bergey’a po-
zwala na szczegdlowe zaszercgowanie wyizolo-
wanych szczepoéw do odpowiednich gatunkow
i podgatunkow, natomiast przy pomocy metody
IF mozna jedynie stwierdzi¢ lub wykluczyé¢
przynaleznos¢ tych szezepow do gatunku Cam-
pylobacter fetus. Zaleta metody IF jest jed-
nak mozliwoéé otrzymania wyniku w ciagu kil-
ku godzin, podeczas gdy okreslenie biotypu
szezepu 7z rodzaju Campylobacier trwa okolo
10 dni. Uwzgledniajac praktyczny cel badan
rutynowych w tym kierunku, zmierzajacy do
wykrycia szczepow patogennych rodzaju Can-
pylobacter, stwieirdzié¢ nalezy, ze metoda IF w
korclacji z hodowlg pozwala na szybkie roz-
graniczenie szczepdéw gatunku Campylobacter
fetus od gatunku Campylobacter sputorum, co
praktycznie pozwala na obiektywna wypowied?
diagnostyczna w stosunku do wigkszosci prob
podejrzanych o obecnos$¢ patogennych drobno-
ustrojow = rodzaju Campylobacter.

Przy badaniu 31 liofilizowanych szczepow
Campylobacter uzyskano w obu metodach zgo-
dnos¢ wynikow w 26 przypadkach. Metoda IF
stwierdzono dodatkowo obecnosé drobnoustro-
jow Campylobacter rowniez w pozostalych 5
probach, ktore poddane badaniu metoda hodo-
wlana nie wykazaly wzrostu tych bakterii. Wy-
niki te dowodza, Ze metoda IF pozwala wy-
kryé w badanym materiale bakterie z rodzaju
Campylobacter nawet w tych przypadkach, gdy
ulegly one obumarciu, zachowujac swoje ce-
chy antygenowe i morfologiczne.

Stwierdzenie metodg IF drobnoustrojéw Cam-
pylobacter bezposrednio w wypluczynach z
worka napletkowego buhajow, mimo trudnos-
ci technicznych spowodowanych brakiem od-
powiednich, metodycznie zalecanych urzadzen
oraz wykrycie tych bakterii w §luzie pochwo-
wym i w materiale z biopsji szyjki macicznej,
dowodzi praktycznej przydatnosci tej metody.

Podobne badania porownawcze przy pomocy
metody hodowlanej i immunofluorescencyjnej
prowadzili miedzy innymi Winter i wsp. (14),
Philpott (9) oraz Andrews i Frank (15). Auto-
rzy ci w pelni potwierdzilli praktyczna wartosc
metody IF w diagnostyce metwika plodowego
uwazajac, ze stanowi ona cenne uzupelnienie
metody hodowlanej.

Wnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan mo-
zna wyciggna¢ nastepujace wnioski:

1. Sporzadzone wg opisanych metod konju-
gaty wykazaly wystarczajacg dla celow diag-
nostycznych swoisto§é gatunkowa i intensyw-
nos¢ w reakcjach immunofluorescencyjnych z
drobnoustrojami z rodzaju Cempylobacter.

2. Metoda IF umozliwia wykrycie drobnou-
strojéw z rodzaju Campylobacter w materia-
fach, w ktorych na skutek obumarcia lub osla-
bienia zdolnosci Zyciowych tych bakterii, za-
wodzg rutynowe metody hodowlane.
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3. Metoda IF w korelacji z hodowlang po-
zwala na szybkic rozgraniczenie szczepow ga-
tunku Campylobacter fetus od gatunku Cam-
pylobacter sputorum.
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Muxaaxesnu M., PocaauosBckuit K., Jlocunnckuir T..
Inpemrens M. — M3roroBleHne crHeln@MYEeCEKHX
HOHBIOTATOE (UIIOOPECHEHIHH M MX 3HaYeHHMe Js
muddepeHnHaNbHOH  AHATHOCTHRKY MHKPOOPTaHNH3MOB
poaa Campylobacter.

ABTOpPBI B€AM CPABHUTCJLHBIE MCCAEAOBANMA B Ha-
TpaBlenUy BMODIO3a CKOTA C IOMOIIBIO KJACCHYECKO-
ro MeTCAa KYyJNbTYPbl M Metoza MPD. Osu nonn3oBa-
nMCh KOHBIOTATAMM, WMITOTOBJIEHHKLIMM MMM CaMUMMH,
ormMMpasch KaK Ha MECTHbIe ITAMMBI, Tak 11 13 obpas-
NOBOH MY3eMHOol Koanekuuu. KoHbloraTbl nokasanin
JOCTATOUHYI0 UYBCTBMUTENLHOCTL M CENEKTUBHYIO IfH-
TCHCHBIOCTL CRCYENMA, He3aBUCHMMYIO OT IIPOICXO0IK-
JICHMA YNOTPCOJEHHBIX AJn MX MITOTOBRJEHMUA IITaM-
mon, Meton M B KOpPPCIALMM € KYJALTYPOH jasan
BO3MOMCHOCT  OBICTPOTO OTJICNCHMUS UITAMMOB BMIA
Campylobacter fetus or pmaa Campylobacter sputo-
rum, UTO MPaKTHYECK!! MOIBOJAANC OOBLEeKTUBHO BLICKA-
2bIBATBCH OTHOCHMTECJILHO OOJBIIMHLCTBA NPOO, BHISHI-
BAWOIIMX INOJ03DCHME B HODMCYTCTBMM I1aTOTEHHOTO
mramMa u3 poja Campylobacter. ABTOpeI Ba OCHOBE
Pe3vIhTATOB MCCICI0BAlMI ¢ moMmowubio M mpunmMa-
10T BO3MOJKHOCTL TIOSIRJICITMA B MECTHOCTU Cpeau LITaM-
voB noasuaa Campylobacter sputorum subsp. bubulus,
BAPHMAHTOB C HENOJHO AcTePMHHUPOBAHHBLIM KOMITJIEK-
COM AHTMIEHHOTO CROECIOPa3MA.

Michatkiewicz M., Roslanowski K., Losinski T,
Szpryngiel I. — Preparation of the specific fluore-
scent conjugates and their value in differential diag-
nosis of Campylobacter sp.

The authors have carried out a comparative stu-
dies on cattle vibriosis by the use of the classifical
microbiological examination and the IF method. They
used conjugates prepared on the local strain and on
the strains obtained from the museum collection.
The conjugales revealed a sufficient sensitivity and
a selective light intensity irrespective of the source
of the strains used for their production. The IF
method in comparison to the classical microbiological
examination allowed a quick differentiation of the
strains of the Campylobacter fetus from C. sputorum.
On the basis of the resulits of the studies obtained
by the IF method, the authors suggest the possibility
of occurrence of varianis of not fully determined
complex of the antigenous specific among the strains
of the subspecies Campylobacter sputorum subsp.
bubulus in the local area.



