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Badania mikrobiologiczne

Pewne pokrewienstwo mikrobiologiczne pomiedzy pateczkami
Pasteurella tularemiae, Pasteurella multocida, Pasteurella roden-
tium i Brucella brucei, ma duZe znaczenie epidemiologiczne, za-
16wno teoretyczne, jako tez i praktyczne. Bylo ono przedmiotem
roznych badan, przy czym niejednokrotnie zwracano uwage na
lgcznose, gldwnie serologiczng, pomiedzy -tymi paleczkami. U ludzi
i zwierzgt, zdarzajg sie towarzyszace sobie zakazenia pateczka
tularemii i brucellg, np. u bydla, swin i owiec, wspolzakazenia
brucella i pateczka tularemii, zas u gryzoni pateczkami tularemii,
rodentiozy, posocznicy krwiotocznej, oraz brucells. U zajecy
zwraca sie coraz czesciej uwage na wystepowanie palteczek bru-
celli. Przejdziemy odrazu do omawiania wynikoéw doswiadczen
wlasnych.

Tabela I przedstawia opisane dotad w pi$miennictwie roznice
pomiedzy paleczkami interesujgcej nas grupy, Pasteurella i Bru-
cella brucei, dotyczace ruchu i rzesek, tworzenia indolu, wzrostu
na zo0lci, aktywnosci w stosunku do dekstrozy, sacharozy, laktozy,
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dodatni. Ten sam odczyn z antygenem Pasteurella tularemiae nato-
miast we wszystkich prébach byl jednak ujemny. Zjawiska wspot-
aglutynacji pomiedzy antygenami Brucella brucei i Pasteurella
tularemiae, sa spostrzegane w praktyce laboratoryjnej.

W naszych poprzednich badaniach, wykonanych z J. Kru-
pinska, stwierdzaliSmy rowniez tego rodzaju zjawiska wspot-
aglutynacji. Natomiast odczyn wiazania dopeilniacza zaréwno
w probach poprzednich (200 badan — surowice ludzi i zwierzat),
jak rowniez i obecnych, wypada zawsze swoiScie dla surowic,
pochodzacych od ludzi i zwierzat, zakazonych brucelly. Nie zau-
wazyliémy nigdy istnienia dodatniego odczynu wigzania dopetl-
niacza z tymi surowicami, przy uzyciu antygenu Pasteurella tula-
remjge. Prawdopodobnie dalsze proby na wiekszym materiale suro-
wic, pochodzgcych zaréwno od ludzi i zwierzat, zakazonych bru-
cellozg, jak rowniez paleczka tularemii, wykazgq wieksza swoistos¢
i czulo$é¢ odczynu wigzania dopelniacza. Pragniemy zaznaczy¢, Ze
wykonywalisSmy odczyn wiagzania dopelniacza w kierunku tularemii,
przy uzyciu antygenu uzyskanego przez rozbicie paleczek, przy
pomocy ultradzwiekow (2375 Kc/s w ciagu 90 min. — w cieplo-
cie 35° C).

Wykonano u zwierzat badanych, odczyn alergiczno-skérny,
zarowno z antygenem brucelinowym (brucelina PD), jako tez
z tularyng U (zawiesina pateczek tularemii, rozbita przy pomocy
ultradzwiekéw),

U wigkszosci krélikow odczyn Burneta, byt silnie dodatni lub
dodatni. W zadnym wypadku nie otrzymano zjawiska paralergii
z tularyna.

Wykonano réwniez proby majgce na celu oznaczenie wskaz-
nika opsonino-fagocytarnego z krwia kroélikéw, zakazonych bru-
cellg, przy uzyciu zywej zawiesiny Brucella abortus bovis i Pa-
steurella tularemiae. Wskaznik Huddlesona wypadl u wszystkich
krolikow silnie dodatnio, natomiast z paleczkami tularemii stabo
dodatnio. To do$wiadczenie wskazuje na pewne powinowactwo
immunobiologiczne miedzy obu pateczkami, z punktu widzenia
zjawiska fagocytozy, ktére w przebiegu brucelozy jest uwazane
za swoiste.
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zat, w celu wytrgcenia pelnego antygenu, zmieszano z bezwodnym acetonem
w stos. 1:8. Po 24 godz. oddzielono osad od plynu przez wirowanie, osad prze-
mywano acetonem i suszono pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany suchy,
bialy, proszek rozpuszczony w roztworze soli fizjologicznej dat dodatnie wy-
niki na biatko (odczyn Piotrowskiego) i cukry (reakcja Molischa). Rozbicia
w ten sposéb otrzymanego sympleksu dokonywano droga tagodnej hydrolizy
kwasnej. W tym celu 0,15 g suchego proszku zadawano 70 ml 0,1 n CHsCOOH,
hydrolizujac go na wrzacej lazni wodnej przez 4 godz. Otrzymano: osad
biatka, cieniutka warstewke lipidowa i ptyn, w ktérym rozpuscil sie weglo-
wodan. Osad usuwano przez wirowanie, przemywanie 0,1 n kwasem octowym,
acetonem i suszono w prozni. (Dﬁ’b rowska 1950, 1951, 1954, Mikulaszek
1951). Nastepnie hydrolizowano go przez 21 godz. w 20% HCl, pod chlodnica
zwrotna. Hydrolizat, po usunieciu kwasu solnego, uzyty byt do poréwnawczej
analizy chromatograficznej, aminokwaséw frakcji bialkowej sympleksu. Cu-
krowce wytracano 8-krotng objeto$cig bezwodnego acetonu, ktoére po przemy-
ciu acetonem i eterem oraz wysuszeniu, hydrolizowano 6% kwasem solnym,
przez 6 godz., pod chlodnicg zwrotng.

Hydrolizaty zobojetnione wodorotlenkiem sodu, odparowywano do sucha
w prézni i odsalano, na drodze ekstrakcji pirydynowej. (Mierzejewski
1953). Wyciag pirydynowy stuzyl! jako material wyjsciowy, do porownaweczej
analizy chromatograficznej, frakcji weglowodanowej sympleksu.

Badan nad komponentg fosforolipidowa antygenu bakteryjnego, jako
frakcja nie swoista i nieantygenows, nie przeprowadzano.

Analiza chromatograficzna nie réznita sie metodycznie od
ogélnie stosowanej (Consden, Gordon, Martin 1944,
Boissonnas 1950). Aminokwasy frakcji bialkowej rozdzielano
na bibule Whatman Nr 1 w uktadzie: fenol — woda w kierunku
pierwszym, propanol — woda w kierunku drugim. Cukry rozdzie-
lano na jednokierunkowym chromatogramie w ukladzie: pirydyna
-— butanol — woda, na bibule Whatman Nr 1 (Opienska-
Blauth, Madecka-Borkowska 1950),

W yniki: Chromatogram hydrolizatu frakcji biatkowej anty-
genu Brucella brucej daje 14 plam barwnych fioletowo-rézowych,
po spryskaniu butanolowym roztworem ninhydryny. Substancje
barwiace si¢ ninhydryng (aminokwasy) odpowiadaja swym poto-
zeniem, plamom kontrolnym czystych aminokwaséw: plama pierw-
sza (1) umiejscowieniu: leucyny — izoleucyny, 2 -— metioniny
i waliny, 3 — proliny, 4 — tryptofanu, 5 — tyrozyny, 6 — alaniny,
7 — treoniny, 8 — lizyny, 9 — glikokolu, 10 — seryny, 11 —
asparaginy (?), 12 — kwasu glutaminowego, 13 — kwasu aspara-
ginowego, 14 — ?. Naniesienie na chromatogram 5-krotnie
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barwnymi odpowiadajacymi umiejscowieniem: plama 1 — izoleu-
cynie — leucynie, 2 — metioninie — walinie, 3 — prolinie, 4 —
tyrozynie, 5 — alaninie, 6 — treoninie, 7 — lizynie, 3 — glikoko-
lowi, 9 — serynie, 10 — ?, 11 — kw. glutaminowemu, 12 kw.
asparaginowemu.

Hydrolizat frakcji bialkowej Pasteurella rodentium daje pla-
my odpowiadajace umiejscowieniem: plams& 1 — leucynie — izo-
leucynie, 2 — metioninie, walinie, 3 — prolinie, 4 — tyrozynie,
5 — alaninie, 6 — treoninie, 7 — lizynie, 8 — glikokolowi, 9 —
serynie, 10 — ?, 11 — kw. glutaminowemu, 12 — kw. aspa-
raginowemu.

Poréwnujac chromatogramy hydrolizatéw biatkowych bada-
nych pateczek, mozna stwierdzi¢, ze frakcje bialkowe sg do siebie
podobne. Spostrzega sie jednak male roznice w ilosci i jakosci
skladowych aminokwaséw bialkowej komponenty antygenéw,
bowiem hydrolizat frakcji biatkowej brucelli na chromatogramie
daje wiecej plam aminokwasowych (14—15) w poréwnaniu z pozo-
statymi badanymi frakcjami biatkowymi (12 plam). Natomiast
chromatogram na aminokwasy frakcji biatkowej Past. tularemiae,
multocida i rodentium w poréwnaniu z chromatogramem brucelli
nie wykazuje plamy odpowiadajacej umiejscowieniem tryptofa-
nowi.

Analiza chromatograficzna cukrowcéw pateczek tularemii,
Pasteurella multocida, Pasteurella rodentium i Brucella brucei, po
hydrolizie, przedstawia sie nastepujgco: wielocukry Pasteurella
tularemiae daja na chromatogramie 7 plam redukujacych aceto-
nowy roztwor azotanu srebra. (chromatogram nr V, kropla T). Pla-

my te odpowiadajg umiejscowieniem: plama a — ? b — gli-
kozaminie, 1 — galaktozie, 2 — glikozie, 3 — arabinozie wzgled-
nie mannozie badz fruktozie, 4 — ksylozie, ¢ — rybozie.

Hydrolizat wielocukru Pasteurella multocida daje na chroma-
togramie siedem plam, ktdére ulozeniem odpowiadajg: plama a —

?, b — glikozaminie, 1 — galaktozie, 2 — glikozie, 3 — arabino-
zie, wzglednie fruktozie badZz mannozie, 4 — ksylozie, ¢ — rybo-
zZie,

Hydrolizat frakcji wielocukrowej Pasteurella rodentium daje
na chromatogramie cztery plamy zredukcwane, z ktdérych pla-
ma ,a" odpowiada umiejscowieniem plamie ,a" hydrolizatu we-
glowodanu Pasteurella tularemiae, 2 — glikozie, 3 — mannozie,
badz arabinozie, wzglednie fruktozie. Oprocz tych wyraznych plam
























Badania nad wtlasciwosciami pateczek Pasteurella tularemiae... 295

T M R Ck
_Kropla Past. Past. Past. cukry
plama tularemiae multocida rodentium kontrolne
Plamg ,,a" ? ? ? —_
v ub" glikozamina glikozamina — —_
" 1 galaktoza __galaktoza galaktoza galaktoza
w2 glikoza glikoza glikoza glikoza
mannoza mannoza mannoza mannoza
arabinoza arabinoza arabinoza arabinoza
v 3 fruktoza fruktoza fruktoza fruktoza
w 4 ksyloza ksyloza - ksyloza
w o € ryboza (?) ryboza (?) — —
I I 111 v
_Kropla cukry Past. Brucella Past.
plama kontrolne multocida brucei tularem.
Plama 1 galaktosa galaktoza | galaktoza galaktoza
" 2 glikoza glikoza | glikoza glikoza
mannoza mannoza mannoza mannoza
arabinoza arabinoza arabinoza arabinoza
" 3 fruktoza fruktoza fruktoza fruktoza
" 4 ksyloza ksyloza ksylozz
" a — ? ? ?
’" b — glikozamina glikozamina | gliknzamina
”" c — ryboza (?) — ryboza (?)

tocida ze strukturg wyjasniajgca dwubiegunowo$¢ barwienia. Na
ryc. 4a widzimy w powiekszeniu 18.000X, pateczki Pasteurela
multocida podobne ksztaltem do pateczek turaremii. Ryc. 6 w po-
wiekszeniu 24.000 X, przedstawia pateczki Brucella brucei, ktére
nie sg podobne morfologicznie do zadnych z pozostalych gatun-
koéw paleczek. Preparat Brucelli rozcieficzony byl plynem fizjolo-
gicznym, a nastepnie plukany woda destylowana na podstawce
preparatowej, pozostale preparaty zawieszano w wodzie destylo-
wanej.
Omowienie wynikow badan

Na tabeli I wybrano dane z pi$miennictwa dotyczace podo-
bienstwa i réznic, ksztaltu, wzrostu, przemiany materii i chorobo-
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tworczosci paleczek tularemii, rodentiozy, posocznicy krwiotocz-
nej i brucelli,. W do$wiadczeniu wykonanym na 18 kroélikach za-
kazonych odmianami Brucella brucei, nie zauwazono wspotaglu-
tynacji z paleczkami tularemii; w poprzednich naszych probach
z surowicami zwierzat i ludzi, spostrzegano odczyn zlepny z pa-
teczkg tularemii, wywolany surowica zawierajgcq zlepniki dla
paleczek brucelii. Natomiast nie zauwazyliSmy krzyZowego od-
czynu wigzania dopetniacza z surowicg brucellozowa i antygenem
tularemijnym, co zastuguje na podkreslenie. Mozna by zatem zale-
ci¢ ten odczyn, w przypadkach wspoétaglutynacji pateczek Brucelli
i tularemii. W doswiadczeniu zauwazono, ze wskaznik opsonofa-
gocytarny krwi krolikow, zakazonych Brucellg jest dodatni z pa-
teczka Brucelli, a réwnoczesnie stabo dodatni lub watpliwy
z pateczka tularemii. Pod tym wzgledem, swoisty odczyn fagocy-
tarny, wypada rowniez dodatnio, cho¢ w skali znacznie stabszej
z paleczkg tularemii co przemawia¢ moze za antygenowym pokre-
wienstwem z paleczka Brucelli. W niniejszym do$wiadczeniu, jak
i w probach - poprzednio wykonanych, (u ludzi i zwierzat), nie
zauwazono w zadnym wypadku paralergii zachodzacej miedzy
brucelling a tularyng. U osobnikéw zakazonych Brucellg, nie zau-
wazono dodatniego odczynu alergiczno-skérnego z tularyna.

Dalsze doswiadczenie, dotyczy analizy chromatograficznej
cukrowcow i aminokwaséw, zawartych w paleczkach tularemii,
Brucelli, rodentiozy i posocznicy krwiotocznej. Sklad aminokwa-
sow biatlka antygenowego, przedstawia sie u wszystkich czterech
paleczek podobnie. Natomiast sklad cukréw wskazuje na podo-
bienstwo pateczki tularemii i posocznicy krwiotocznej. Pateczki
Brucelli i rodentiozy podobienstwa nie wykazujag. W mikroskopie
elektronowym wida¢ podobienstwo ksztaltu miedzy pateczkami
Past. tularemiae i Past. multocida, nieco inaczej zaznacza sie nato-
miast Brucella, a zupelnie inaczej, ksztalt Past. rodentium,

Mozna by wigc powiedzie¢, na postawie naszych badan, ze
pateczka tularemii, jest zblizona do paleczki posocznicy krwiotocz-
nej, stad stusznos¢ wspdlnej nazwy: Pasteurella. Pateczka rodentio-
zy zajmuje miejsce odrebne. Brucella wykazuje podobiefistwo
immunologiczne z paleczka tularemii (fagocytoza).
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PE3IOME

Hayunsle nccrenoBanusa Hapy:#HOCTH M o6meil CTPYKTYpH naio-
YeK OpyLeassl, TYIAPEeMHH, KPOBOTOUHBON CeNTHIEMHH M pOIEH-
THO3Hl, IIPOBEJCHHBIE NPH NOMOIIM 3JIEKTPOHHOIO MHKpOCKONa o0Ha-
pyxumiu obocobiieHHOCTh o6pasa nanodyeKk OpYLeINIBI, TYJAPEMUH
W KPOBOTOYHBOIl CeNTHUEMHM C OIHOI CTOPOHH U IIajIOYEK POJeH-
THO3BI ¢ Apyroii. Ilamouku TynsAapeMuu oOHapYKHBAIOT HaJINYHE HEK-
HEIX 0060JI0YeK, 4TO MOKa3aHO Ha IpunaraemMblx cHuMKax. CosMecr-
HOHl arfdloTHHALWH Halodek OpYyLeNIH ¢ [NalloYKaMM TYJIAPEMHH
He 3aMeYeHO; B IPEIRIYIIUX PamHUX ONBITaX C CHIBOPOTKOIL KUBOT-
HBIX M JIOflell 3aMeYeHO PeaKUMIO CIAUNAHHA C MAJI0OYKOil TYJApeMud,
BLI3BAHHYIO CBIBODOTKOIl 3aKiloyalonieil cienKu [ I1alloder 6py-
uexanl. TeM He MeHee MBI He 3aMETHJIN HepEKPeCTHOIl peaKUUM CBA-
3BIBAHUA JOMOIHEHUA € CHBOPOTKOII OpPYNENaIH M aHTUTeHOM TYyid-
PEeMUiiHEIM, YTO H CclegyeT INonYepKHYyTh. CIeXoBaTEIbHO MOMKHO
PEKOMEHIOBATL 3TY PEAaKUMI0 B ciIyyadX COBMECTHON arioTHHAUNB
najiouek Opyuednsl @ TysiApemMuu. B onbiTe 3aMedeHo, UTO MHAEKC
oncoHoParonMTO3HONl KPOBM KpPOJHMKOB 3apareHHHIX Opyleilie3oM
NOJIOFKUTENEeH C MajioYKoil Gpyuellisl HOo, B TO ke BpeMd, ¢iaabo mo-
TMO;KUTENEH MIIM COMHMUTEJIEH ¢ NAJIOYKoil TynapeMun. B aToM oTHO-
IIeHHN cBoeoGpa3Hass peaKnusa oncoHoaromuTo3Hasg IPOUCXOIUT
TaKKe TOJIOKUTEJIBHO XOTA B IuKale Ooljiee ciaboil ¢ MalIOYKoil
TYJIAPEMHIH, YTO MOKET CBUIETEIILCTBOBATEL O AHTHUIEHOBOM PONCTBE
c nayoukoit 6pyuesnnsl. B HacrosieM sKcnepuMeHTe, KaK U B paHblle
NIPOBENEHHBIX OILITaX, HE 3aMedYeHO HU B KOEM CiIydae napaiuiepraun
BO3HUKAIONIe Meny OpyLeIauHoil M TyJIapHHOM. VY uuaguBumon
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3apaKeHHLIX OPYyIeININHO He 3aMeYeHO MOJIOKUTENbHO allIIepruIHoO
KOKHOII pearunu ¢ TyiaspuHoit. CocraB aMHHOKMCIOT AHTHUMEHHOrO
felKa IpeNCTABIACTCA Y BCEX UeThIpeX Majloyer MOJOoHHEIM 0GpasoM.
B 0pOTHBOMONIOMKHOCTE TOMY COCTaB MOJCAXapuUIOB YKa3HBaeT Ha
CXOICTBO MAJOYKM TYJIAPEMUM C NAJOYKOil KPOBOTOYMBOH cenTn-
uemun. Ilamourn Gpyuesist 1 PONEHTHO3Bl CXONACTBA He HPOABIAIOT.

SUMMARY

Studies of the form and general structure of Brucella brucei,
Pasteurella tularemiae, Pasteurella multocida and Pasteurella ro-
dentium conducted by the use of an electron microscope proved
that there is a separateness of forms of Brucella brucei, Pasteurella
tularemiae and Pasteurella multocida on the one hand and on the
other of that of Pasteurella rodentium. Pasteurella tularemiae exhibits
the presence of delicate envelopes, demonstrated on the enclosed
photographs. No agglutination of Brucellae brucei with Pasteurellae
tularemiae has been observed; in our previous tests with animal
and human sera an agglutination reaction with Pasteurella tulera-
miae has been noted and it has been caused by serum, containing
agglutinins for Brucella brucei. However, the cross agglutination
test with brucellar serum and tularemia antigen has not been noti-
ced, a fact that should be stressed. This test ought to be recommen-
ded in cases of coagglutination of Brucella brucei and Pasteurella
tularemiae. In the course of experiments it has been noticed that
the opsonocytophagic index of blood of rabbits infected with Bru-
cella has been positive with Brucella brucei and at the same time
mildly positive, or plus minus with Pasteurella tularemiae, In this
respect the specific opsonocytophagic reaction is also positive
although in a scale considerably milder with Pasteurella tulare-
mige, that may be an indication of an antigenic relation with
Brucella brucei. In the present experiment as in tests previously
performed in no case parallergy has been observed between bru-
cellin and tularin. In individuals infected with Brucella no positive
skin-allergic test with tularin has been seen. The amino acid set
of the antigenic protein is in all four kinds of bacteria similar. Howe-
ver, the carbohydrate set indicates a similarity of Pasteurell®tula-
remiae to Pasteurella multocida. There is no similarity of Brucella
brucei to Pasteurella rodentium,
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