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Investigations on Immunohiological Co-reactions in Brucellosis
and Tularemia

Francis zwrocil uwage na pokrewienstwo serologiczne paleczek tularemii
i bruceli. Wyraza sie ono wystepowaniem wspoédlaglutynacji miedzy obu paleczkami.
Stwierdzal doéé czesto wystepowanie wspotaglutynacji w mianie 1/320. Spostrzegi,
ze surowice pochodzace z przypadkéw tularemii, sa nizsze pod wzgledem miana
zlepnego z antygenem Brucelli (od 2—8 razy), od miana odczynu zlepnego z pateczkg
tularemii; tego rodzaju réznice w mianach zlepnych pozwalajg wg niego na wiasei-
wg ocene wspotaglutynacji.

Przypadki tularemii w ktorych miana zlepne sg rownie wysokie z pateczka
tularemii, jak i pateczka bruceli, mogg sie zdarzaé¢ na terenach, w ktérych bruce-
loza wystepuje endemicznie. Francis spostrzegt, ze surowice przeciwbrucelozowe
zlepiajg pateczki tularemii, (co przedstawia tab. 1) oraz, ze surowice przeciwtula-
remijne nie zlepiaja pateczek duru brzusznego, duru rzekomo A i B, pateczek czer-
wonki, dzumy, paleczek 0x 19. Niektére surowice kontrolne zlepiajg pateczki tula-
remii co najwyzej w mianach od 1/10 do 1/20.

Zjawisko wspdlaglutynacji miedzy paleczkami bruceli i tularemii, pod
wplywem surowic pochodzgcych od ludzi i zwierzat zakazonych badz to
bruceloza, bagdz tez tularemis, nie nalezg wiec do rzadkosci. Sprawa ta
ma znaczenie teoretyczne (budowa antygenowa obu paleczek) i praktycz-
ne (diagnostyka tularemii i brucelozy). Nalezalo zatem, wykonaé¢ szereg
préb zlepnych z surowicami anty-brucela i anty-tularemia, a takze sze-
reg wspolodczynéw wigzania dopelniacza z antygenem brucelozowym
i-tularemijnym. Sg to jedne z pierwszych prob wykorzystania odczynu
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Tabela 1
Czas jaki
Chory z:(]:)lig?gllu:r(llia P. tularensis B. bovis B. melitensis
na tularemie
B. T.S. 8 dni 20 | 640 1280
D. Z. 30 ,, 80 2560 —
W. 180 30 160 ‘ 1280 2560
L. W. , - 160 ’ 2560 ; 2560

wigzania dopelniacza do tego celu. PrzeprowadziliSmy réwniez proby
z odczynem opsono-fagocytarnym oraz z odczynem brucelinowym i tula-
rynowym.

MATERIAL BADAWCZY

Do analizy serologicznej uzyte byly nastepujgce surowice: a) 18 surowic pocho-
dzacych od krolikéw zakazonych brucelozg, b) 12 surowic pochodzgcych od ludzi
chorych na bruceloze, ¢) 24 surowic pochodzacych od bydia rogatego, zakazonego
bruceloza, d) 5 surowic pochodzacych od krdlikéw zakazonych pateczkami bruceli
i 5 surowic pochodzacych od krolikéw zakazonych paleczkami tularemii.

Ze wszystkimi surowicami wykonano, poza odczynem zlepnym, odczyn wiaza-
nia dopelniacza; odczyn alergiczno-skérny z bruceling PD i tularyng U wykonano
na 10 krolikach oraz na 60 ludziach. Odczyn opsono-fagocytarny wykonano
u 18 krélikow.

METODYKA PRACY

Do odczynu zlepnego uzywano zawiesiny palteczek bruceli w stanie zabitym
o gestodei 10 mldr/ml.

W sklad antygenu wchodzg szczepy paleczek bruceli charakteryzujace sie duia
zlepliwo$cia,

Do aglutynacji w kierunku tularemii uzywano niezjadliwego szczepu radziec-
kiego paleczek tularemii, wyosobnionego ze szczepionki przeciwtularemijnej. Aglu-
tynogen tularemijny jest zywy i posiada gesto§¢ 8 mldr paleczek w 1 ml.

Do odezynu wigzania dopelniacza w kierunku brucelozy uzywany byt antygen
uzyskany nastepujacg metody: Wybrane i sprawdzone szczepy bruceli posiewane
sa we flaszkach Roux, a jako pozywki uzywa sie agaru kartoflanego o skladzie:
na 1000 ml wyciggu 1% peptonu, 0,5% soli kuchennej (NaCl), 0,5% ekstraktu Lie-
biga, 3% agaru, 2% glicerolu. pH pozywki 7,2, wyjalawia sie ja w autoklawie przy
4 atm. przez 0,5 godziny.

Czas hodowli wynosi 3—4 dni w temperaturze 37°C.

Po wyjeciu z cieplarki kazdg flaszke Roux zalewa sie ilo§cig 20 ml jalowego
plynu fizjologicznego z dodatkiem 0,5 fenolu chemicznie czystego. Flaszkami poru-
sza sie, pochylajac je lekko celem dokladniejszego sptukania hodowli z powierzchni
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agaru. Z kazdej hodowli sporzadza sie preparaty mikroskopowe, barwione metoda
Grama celem sprawdzenia ich czysto$ci. Po sprawdzeniu hodowli na czysto$é prze-
sgcza sie ja do jalowej kolby przez jalowy saczek z gazy zlozonej czterokrotnie.
Zawiesine, z ktérej sporzadza sie wycigg antygenowy poddaje sie zabiciu w auto-
klawie przez 1 godz. przy ci$nieniu 1 atm.

Celem uzyskania wyciggu bakteryjnego: a) zawiesine pozostawia sie w chlodni
na przeciagg 1/2—1 roku, b) poddaje sie jg kolejnemu (najmniej 30-krotnemu) zam-
raianiu i odtajaniu. Przejrzysty wyciag uzyskuje sie przez dokladne wirowanie
(ok. 1 godz. przy 3000 obrotéw na 1 godz.).

Do odczynu wigzania dopeiniacza w kierunku tularemii byl uzywany antygen
otrzymany wg nastepujgcej metody:

Nalezycie skontrolowany szczep standardowy wysiewano na pozywke McCoya
Scietg sko$nie w duzych prébéwkach. Po 3—5 dniach wzrostu w cieplarce w temp.
37°C nastepuje splukanie zawiesiny jalowym plynem odzywczym; tak namnozong
zawiesine tularemii przenosi sie do flaszek Roux (przetrzymywane sg uprzednio
przez 24 godz. w cieplarce w celu kontroli jalowo$ci podioza). Po wysianiu ma-
terialu do flaszek Roux, przetrzymywano je w cieplarce w ciggu 3—5 dni, a naste-
pnie po skontrolowaniu czystosci hodowli, sptukano jg roztworem fizjologicznym
soli. Tak uzyskang zawiesine paleczek tularemii o gestoSei okoto 10 miliardow
w 1 ml poddaje sie dzialaniu ultradiwiekéw o sile okolo 2800 ke/sek. w temp. nie
przekraczajacej 37°C, w ciagu 90 minut.

Dzialanie ultradzwiekow kontroluje sie¢ mikroskopem elektronowym, Rozbitg
maseg bakteryjna ogrzewa sie nastepnie do temp. 60°C w ciggu 30—40 minut, po czym
rozciencza sig¢ jg do gesto$ci 100 milionéw cial bakteryjnych na 1 ml w skali
Browna i dodaje sig 0,5% fenolu,

Odezyn wigzania dopelniacza w kierunku brucelozy wykonywano metodsg
Zakladu Rozpoznawczego PIW (E. Grycz). Odczyn wigzania dopeitniacza w Kkie-
runku tularemii wykonano metodg wlasng wg techniki nastepujgcej:

Czynnosci przygotowawcze:

1) Inaktywowanie surowicy dodatniej i ujemnej w temp. 56°C przez 30 min,

2) miareczkowanie wilasnego antygenu (tularyny U),

3) miareczkowanie dopelniacza.

ad 2. Miareczkowanie antygenu wlasnego wykonano wg schematu:

Surowica + — 01 01 01 o1 0t 01 01 01 01 o1 01 01 01 01 01 01 o1
Roztwoér fizj. 08 07 06 05 04 03 02 01 — 08 07 06 05 04 03 02 01
Dopetniacz 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05 05
Roze. antygenu 1:200 1:20

Dawka 01 02 03 04 05 06 07 08 09 01 02 03 04 05 06 07 08
% antygenu 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 2 3 4 5 6 7 8

Do kazdego z rozcienczen dodaje sie po 1 ml uczulonych 4% krwinek barana,
wstrzasa sie i nastepnie cato§é umieszeza sie w lazni wodnej o temp. 37°C na
15 minut,

Miareczkowany antygen wlasny wskazuje aktywno§¢ w granicy najblizszej 6%o.
Wiasciwosei hamujgce antygenu sa bardzo male, wlasno$ci hemolizujacych nie
spostirzezono.

ad 3. Miareczkowanie dopelniacza: .

Surowice + — 01 01 01 01 01 01 01
Roztwor fizjol. 085 08 075 07 065 06 055
Dopelniacz 1/10 005 01 015 02 025 03 035
Antygen wlasny 05 05 05 ‘05 05 05 05
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Calo$¢ zestawu ogrzewa sig przez 22 minuty w lazni wodnej w temp. 37°C.
Nastepnie do kazdej proboéwki dodaje sie po 1 ml uczulonych 4% krwinek barana,
wstrzgsa sie i umieszcza na 15 minut w }azni wodnej w temp. 37°C.

Wiasciwy odczyn wigzania dopelniacza wykonano wg schematu:

surowica dodatnia kontrola surowic
surowica 0,05 0,5 0,5
roztw. fizj. 0,2 0,45 0,2
dopelniacz 0,25 0,25 0,25
antygen wtasny 0,25 0,00 0,25

Laznia wodna 37° — 20 min.
Krwinki 4% -+ amboceptor wg miana
0,5 0,5 0,5
Laznia wodna 37° — 15 min.
Kontrola antygenu wtasnego

1 2 3
Surowica —_ — —
Roztw. fizj. 0,25 —_ 0,25
Dopetniacz 0,25 0,25 —
Antygen witasny 0,25 0,5 0,5

Laznia wodna 37° — 20 min.
Krwinki 4%/ + amboceptor wg miana
0,5 0,3 0,5
Laznia wodna 37° — 15 min.
Rozcienczenie surowicy dodatniej i ujemnej w OWD

Surowica + -—

Dawka 0,5 0,25 0,15 0,05 0,05 0,25
Roztwor fizj. 0,2 —_ 0,1 0,2 0,2 —
Dopelniacz 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Antygen witasny 0,25 0,23 0,25 0,5 0,5 0,5
Y.aznia wodna 37° — 20 min.
Krwinki 4% -+ amboceptor wg miana: R

0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Laznia wodna 37° — 15 min.

W ten sposéb wykonany odezyn z surowicg dodatnig wypada dodatnio w dawce
surowicy 0,005.

Odczyn opsono-fagocytarny z paleczkami bruceli i tularemii wykonano w na-
stepujacy sposéb: Do probowki zawierajgcej 0,08 ml roztworu cytrynianu sodu
pobiera sie jalowo 1 ml krwi badanego i wstrzasa lekko, aby krew nie skrzepla.
Do prébéwki dodaje sie 1 ml zawiesiny antygenu i lekko wstrzasa, stawia sie jg do
lazni wodnej o temp. 37°C na 35 minut i wstrzgsa lekko co 3—4 min. Po wyjeciu
z lazni probéwke wstrzasa sie lekko jeszcze raz, miesza pipetka i bierze krople na
szkietko przedmiotowe, a oszlifowana krawedzia drugiego wykonuje sie rozmaaz.
Z jednej probki krwi wykonuje sig kilka cienszych i kilka nieco grubszych rozma-
z6w. Preparaty suszy sie szybko i utrwala alkoholem metylowym 96% w ciagu
5 minut, barwi sie przez 20 minut poprzez bibule, aby unikngé stratéw barwnika.
Nastepnie liczy sie liczbe pateczek tularemii w 25 krwinkach biatych.

Barwniki: btekit toluidyny lub barwnik wg Giemsy.
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Biekit toluidyny przygotowuje sie nastepujaco:
0,5 g blekitu toluidyny
10,0 mg alkoholu etylowego
3,0 g fenolu
100 ml wody destylowanej
Ocena odezynu.
Wyniki oceniamy nastepujaco:
Srednia liczba pateczek sfagocytowanych w 25 bialych krwinkach:

0—5 = (=)
5—10 = (%)
10—20 = (+)

20—40 = (+-+)
40—60 = (+++)
60—80—100 = (++++)

Odczyn alergiczno-skérny wykonywano przy pomocy bruceliny PD oraz tula-
ryny U. Sg to wlasne alergeny, ktorych opis znajduje sie w monografii J. Pdr-
nasa i A Tuszkiewicza pt, ,Bruceloza” (1956) i w monografii J. Parnasa,
T. Rozowskiego i F. Wysockiej pt. ,Tularemia” (1957).

WYNIKI BADAN

1. Badania serologiczne, wykonane u ludzi chorych na bruceloze,
dotyczag 12 os6b. W kazdym przypadku wykonano z surowicg krwi odezyn
zlepny i wigzania dopelniacza, w kierunku brucelozy i tularemii. Jak
wida¢ na tab. 2 zjawisko wspélaglutynacji zaznacza sie wyraznie. Nato-
miast odczyn wigzania dopelniacza, dodatni z antygenem bruceli, wypad?
z antygenem tularemii zawsze ujemnie. U 60 ludzi wolnych od brucelozy
i tularemii wykonanc badanie alergiczne i zastosowano alergeny: bruce-
line PD i tularyne U. Wynik by! ujemny. U ludzi chorych na bruceloze,
reagujacych dodatnio na bruceling PD, odczyn tularynowy wypadl ujem-
nie. To samo stwierdzono u krélikow.

2. Badania wykonane na krdlikach objely 18 zwierzat. Zwierzeta
zakazone brucelozg, reagowaly na antygen bruceli dodatnio, zaréwno
w odczynie zlepnym jak i wigzania dopeiniacza (tab. 3). U tych samych
krolik6w wykonano odczyn opsono-fagocytarny z obu antygenami.
Wyniki do$wiadczenia widaé¢ na tab. 4. Zapewne w zwigzku z pokrewien-
stwem antygenowym (antygen powierzchniowy — odczyn zlepny) pozo-
staje to, ze odczyn opsono-fagocytarny dodatni u krélikéw z paleczkami
bruceli wypada stabo dodatnio lub watpliwie z pateczkami tularemii.

Wykonano réwniez u krolikéw odezyn alergiczno-skorny, wyniki tego
doswiadczenia sg przedstawione na tab. 5. Nie zauwazono tu zbieznosci
miedzy obu odczynami.

Dodatkowo wykonano badania na 10 krélikach, z ktérych 5 szczepiono
brucelg a 5 pozostalych szczepiono pal. tularemii. U krélikéw wykonano
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Tab. 3. Badania poréwnawcze nad wspétodczynami serologicznymi z palteczkami

tularemii i bruceli u krélikow,

Nr krolika Odczyn zlepny Odczyn wiazania dopelniacza
zakazonego ; -
bruceloza z brucela z p. tularemii z brucela z p. tularemii

1 | 1/1600 i ujemny ‘ + 4t ujemny
2 1,400 , Lo+t .,
3 1,400 ., I .,
4 E 1/800 - ! + 4+ ”
5 3 1/1600 . gt .
6 1 400 " 4+ .,
7 1/400 . ++++ s
8 1/1600 » + 4+ "
9 1/1600 » ++++ »

10 1/800 ” ++++ ”

11 1/1600 v ++++ »”

12 . 1/400 " ++++ ”

13 1/400 - +4++ ”

14 1,400 ” ++++ M

15 1,400 | » ++++ ”

16 1.1600 | , +4+++ ”

17 1,1600 » ++++ »

18 1/800 " ++++ ”

Tab. 4. Badania poréwnawcze nad wspoétodczynami odpornos$ciowymi z pateczkami

tularemii i bruceli u krélikéw,

kr;\l:lrkﬂ Wskaznik opsono-fagocytarny h;\:‘:ka Wskaznik opsono-fagocytarny

BSR4 brucela | potectkemt | BTy prucela | % palectious
1 41,60 (+++) 12,34 (+) 10 22,12 (++) 12,1 (+)
2 18,40 (+) 8,75 (1) 11 31,20 (4 ) 79 (+)
3 20,60 (+ +) 9,84 (1) 12 25,48 (++) 12,1 (+)
4 23,70 (++) 12,23 (+) 13 20,44 (++) 10,73 (+)
5 34,50 (++) 12,36 (+) 14 20,12 (++) 11,56 (+)
6 20,65 (++) 11,64 (+) 15 29,60 (++) 16,6 (+)
7 i 19,84 (-+) 7,84 (1) 16 23,00 (+ +) 12,8 (+)
8 l 37,62 (+ +} 13,72 (+) 17 27,12 {++) 10,2 (+)
9 | 33,60 (++) 11,32 (+) 18 23,64 (++) 9,04 (+)
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nu wigzania dopelniacza (tab. 7). Na 24 badanych surowic reagujacych
z antygenem bruceli dodatnio, w mianie 1/1 do 1/10, 20 surowic reago-
walo ujemnie z antygenem pat. tularemii.

Tab. 7. Badania poréwnawcze nad wspo6todeczynami serologicznymi z antygenem
bruceli i tularemii u bydla. Surowice byly badane odczynem wigzania dopetniacza
w stanie rozcienczonym i nierozciehAczonym.

| antygen bruceli i antygen pal. tularemii
L. p. Sbul'((l)lll)ice odczyn ' V “Odé;y; e
ydlece zlepny OWD l‘ zlepny OWD
1 94714 1/400 ++ + +++ | - ujemny ujemny
2 | 947/16 1,100 +++ ++ | ujemny ujemny
3 i 947/33 1/50 +++ ++ ujemny ujemny
4 947/34 1,50 +++ + | 1/50 + ujemny
5 947/40 1/100 + + + +++ | 1/100 + ujemny
6 | 947/80 1100 + ++ + 4+ 1,50 4+ + ujemny
7 947/81 1/200 + + + +++ i ujemny ujemny
8 947/85 1/200 ++ + +++ 1,100 + ujemny
9 Nr 1 1/400 +-+ -+ 110 + + + 1/400 + + + ++
10 | Nr 2 1/400 ++ + 1/5 +++ 1/200 +++ | ujemny
11 | Nr 4 1/400 + + + +++ 1/200 + + + ujemny
12 Nr 3 1/400 + + + 1/5 + 1/100 -+ + ujemny
13 a 1/100 -+ ujemny 1/100 + + + ujemny
14 b 1/400 + + - 110 +++ | 1/400 +++ ujemny
15 c 1/100 +++ 1/10 ++ 1/100 + + + ujemny
16 d 1/100 + 4+ 1/10 +++ 1/100 ++ + ujemny
17 e 1/100 + + + 1/10 +++ 1/100 + 4+ ujemny
18 f 1/100 + ++ +++ ujemny | ujemny
19 k 1/50 +++ 1/10 + 4+ ujemny | ujemny
20 1 1/50 +++ 1/10 +++ 1/50 + + 1 1/5 +++
21 13 1/50 +++ +++ ujemny | ujemny
22 14 150 +++ +++ ujemny |  ujemny
23 15 1/800 +++ +++ 1400 ++ | ++
24 16 1/400 + 4+ +++ 1/400 44+ ’ ++
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PEJ3IOME

Ha ocHoBanuu coGcTBEHHEIX MMMYHOJOIMYECKNX HCCIeIoBaHMii aB-
TOpHl NpenmoJyiaraior, 4To:

1. Peaknua arraioTdHauM ofHapy:KHBaeT 4acro fABJEHUE arr.o-
TUHANUN MEKIY NnalodkamMu Opylejre3a U TyJaapeMu.

2. Peaknusa cBA3biBaHUA KOMILIIeMeHTa ABiderca Ooilee crnenudunyen
ckoil. OgHAKO M eé HeIk3A cYyuTATh BIOJHE XOCTOBEPHOH, TaK KAK U 33ec-
BBICTY!AIOT BpeMA OT BpeMeHU ABIEHUA COpeakuuil ¢ aHTHreHamu OpyLeI
U NaloyKaMu TyaspeMuu. Paspenenue HccaelyeMBIX CRHIBOPOTOK 1/6 - 1/10
HEpPeNKO BBIACHAET (HO OTHIONb HE BCerga) Borpoc coelupuIHOCTH
B [0JIb3Y TOMOJOFMYECKOro HITaMMa.

3. Oncouno-parouurapHple peaknuy ¢ Najoykamu Opyrennesa U Ty-
JApEeMUN TOMKe MPOABJIAIOT TeHIEHIMIO K COBMECTHOMY BBICTYIaHNI, UpH-
4YeM O[lHAKO, CllellyeT OTMETUThb YTO TFOJIOMOrHYeCKMil AHTHUrEeH 3HAMEeHY-
eTcAd 3HAYUTENHHO BHICIINM YPOBHEM ONCOHO - JarouMTapHOro MHIEKCA.

4. HomHo-aniepriuyeckad peakuud ¢ 6pyuemnnsom ,,PD* n tynapu-
HOoM ,,U* Kamerca OBITh, 110 CBOell copeakluu, Haubouaee cneunuuecKoii.

SUMMARY

On the strength of their immunological investigations the authors
conclude that:

1. The agglutination reaction often shows the phenomenon of
co-agglutination between the brucella and tularemia bacilli.

2. The complement fixation reaction is more specific, but equally
cannot be regarded as fully reliable because from time to time there
also occur phenomena of co-reaction with antigens of brucella and tu-
laremia bacilli. Dilution of the examined sera 1/5 to 1/10 often (but not
always) explains the question of specifity in a way which is favourable
to the homologous strain.

3. Opsono-phagocytic reactions with the brucella and tularemia ba-
cilli also present some convergence, but the homologous antigen shows
a much higher level of the opsono-phagocytic index.

4. The allergic skin reaction with brucellin PD and tularin U seems
to be the most specific with regard to the co-reactivity.
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