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Analiza szczepow leptospir kolekceji wzorcowej (WHO) oraz szczepow
kolekecji krajowej przy pomocy odczynu wigzania dopelniacza (OWD)

AHaIM3 INTAMMOB JIEIITOCIIP 3TAJIOHHOrO HaOopa BceemupHoi opranusanim
zapaBooxpanennsi (WHO), a Takike oTeuecTBeHHBIX IITAMMOB NPW ITOMOILM
peakumu cBA3BIBaHMI Komimemenra (OWD)

An Analysis of Strains Belonging to a Standard Collection (WHO),
and that of a Collection of Polish Strains with the Complement -
Fixation Test (OWD)

Podstawg klasyfikacji leptospir sg odezyny serologiczne: krzyzowej aglutynacji
oraz absorbcji aglutynin (1, 12, 13). Celem blizszego poznania struktury antygenowej
szereg badaczy probuje opracowaé inne odczyny, np. odczyn wigzania dopelnia-
cza. Do wykonania tego odczynu stosowano roézne rodzaje antygenéw: antygeny
z catych leptospir z dodatkiem fenolu lub formolu (2, 3, 14), merthiolatu (5, 8)
lub chinozolu (9), antygeny uzyskane przy pomocy preparatyki chemicznej (4, 6,
7, 8) oraz wyciggi z hodowli gotowanych i ekstrahowanych acetonem lub alkoho-
lem etylowym (10, 11).

Celem pracy byla ocena przydatno$ci odczynu wigzania dopelniacza do
klasyfikacji leptospir przy =zastosowaniu antygenu sporzadzonego wg wlasnej
modyfikacji.

MATERIAL I METODY

joi |

Badania wykonano na dwu grupach leptospir: 1) 36 szczepéw wzorcowych
WHO; 2) 9 szczepdw kolekcji krajowej.

Otrzymanie odporno$ciowych surowic homologicznych.
Szczepy leptospir (tab. 2, 4) namnozone na podlozu Korthoffa (w temperaturze
28°C w przeciggu 12 dni) byly antygenami uzywanymi do uodparniania krélikéw.
Kréliki szezepiono dozylnie co 4 dni wzrastajacymi dawkami hodowli: 1 ml,
2 ml, 3 ml, 4 ml. Po tygodniu od wprowadzenia ostatniej dawki sprawdzono
miano i kréliki skrwawiano.
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Przygotowanie antygenu do odczynu wigzania dopeitnia-
cza. Kazdy szczep leptospir wysiewano do 5 kolb zawierajgcych po 200 ml.
pozywki Korthoffa, ktére inkubowano 12 dni w temp. 28°C. Wyro$niete hodowle
wirowano przy 6000 obr’/min. przez 2 godz. Do otrzymanego osadu leptospir
dodawano 3 ml. plynu fizjologicznego. Zawiesine ogrzewano w 1laZni wodnej
w temp. 58—60°C przez godzine, nastepnie dodawano 0,2 %—10% fenolu i wsta-
wiano na okres 10 dni do lodéwki (+4°C). Po tym czasie zawiesine wirowano
10 min. przy 10000 obr./min. Supernatant byl antygenem uzywanym do OWD.
W celach porébwnawczych przygotowano dla serotypéw L. icterohaemorhagiae
i L. pomona antygeny: gotowany i acetonowy (11) (tabl. 1).

Tab. 1. Ocena warto$ci antygendéw leptospirozowych przygotowanych réinymi

metodami
The evaluation of Leptospira — antigens prepared by several methods
surowice homologiczne
serotyp szczep rodzaj antygenu w rozcienczeniach
1/64 1/128.
L. pomona Pomona antygen gotowany
wg Terzina -+ —
antygen acetonowy
wg Terzina - -
antygen wtlasnej .
modyfikaciji +-++ —
L. ictero- Wijnberg antygen gotowany
haemorrha- wg Terzina +++ —
giae antygen acetonowy
wg Terzina — —
antygen wilasnej
modyfikacii +++ —

OBSERWACJE WLASNE

Wyniki krzyzowego odczynu wigzania dopelniacza przy uzyciu anty-
genéw i surowic przygotowanych ze szczepdw wzorcowych (WHO)
przedstawia tab. 2.

1. Surowica anty- L. icterohaemorrhagiae (I serogrupa) reaguje w OWD
w mniejszym lub wiekszym stopniu z antygenami serogrup: I, II, III,
IV, v, VI, VII, VIII, X, XI, XIV, a czesciowo XV (z L. grippotyphosa)
i XVI (z L. sejroe). Odczyny przebiegajg krzyzowo. Wyjatek stanowi
szczep L. bangkinang, ktory jest wigzany przez surowice anty L. ictero-
haemorrhagiae (+), natomiast surowica anty L. bangkinang nie wigze
antygenu L. icterohaemorrhagiae.

2. Serogrupa II wykazuje wyrazne powinowactwo antygenowe z se-
rogrupg oraz z serogrupg III.
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3. Serogrupa III wykazuje powinowactwo ze szczepami serogrupy
Ii Il oraz z L. pyrogenes z serogrupy VIIL

4. Serogrupa IV wiaze dopemliacz z surowicami odpornosciowymi
serogrupy I, V, VI, oraz XII.

5. Serogrupa V wiaze dopelniacz z surowicami serogrupy I, IV i VL

6. Serogrupa VI wykazuje powincwactwo antygenowe z serogrupami
I, IV, V oraz ze szczepami L. australis B (VI) oraz L. australis AB (XI).

7. Antygen L. ballum (serogrupa VII) wigze dopelniacz z surowicg
odpornosciowg anty L. eutumnalis AB.

8. W grupie VIII antygen L. pyrogenes wigze dopelniacz z surowi-
cami odpornosciowymi anty L. icterohaemorrhagiae, L. naam, L. sarmin,
L. autumnalis AB, L. autumnalis A, a antygen L. australis B z surowi-
cami odporno$ciowymi anty L. icterohaemorrhagiae AB i L. benjamin.

9. Grupa IX wykazuje powinowactwo antygenowe z L. sentot.

10. Antygen L. sentot (X) wigze dopelniacz z surowicami odpornoscio-
wymi anty L. icterohaemorrhagice AB, L. cynopteri i L. djasiman.

11. Antygeny serotypu XI wiaza dopelniacz z surowicami anty L.
icterohaemorrhagiace AB. Poza tym antygen L. autumnalis AB reaguje
w OWD z surowicami odporno$ciowymi anty L. benjemin, L. ballum,
L. pyrogenes, L. djasiman, L. pomona, antygen L. autumnalis A z L. py-
rogenes, L. djasiman, L. pomona, a L. bangkinang z L. wolffi.

12. Z antygenem L. djasiman (XII), reagujg surowice odpornosciowe
anty L. schiiffneri, L. sentot, L. autumnalis AB, L. autumnalis A,
L. australis A, L. grippotyphosa.

13. W serogrupie XIII jedynie antygen L. australis A reaguje z su-
rowicami odpornoéciowymi dla szczepéw L. djasiman i L. pomona.

14. Stwierdzono powinowactwo antygenowe L. pomona (XIV) z L.
icterohaemorrhagiae AB, L. sarmin, L. pyrogenes, L. autumnalis AB,
L. autumnalis A, L. australis A.

15. Szczepy L. grippotyphosa (grupa XV) wigza dopelniacz z suro-
wicg odpornosciowg anty L. djasiman, a jeden ze szczepéw tej grupy —
LCuyster z surowicg anty L. icterohaemorrhagiae.

16. W serogrupie XVI, antygen L. wolffi wigze dopelniacz z surowi-
cami anty L. bangkinang i L. australis A, a L. sejroe z surowicg anty
L. icterohaemorrhagiae.

17. Serogrupy XVII, XVIII i XIX nie wykazaly w OWD powino-
wactwa antygenowego z innymi serotypami. .

18. Antygen L. hyos (XX) reaguje w nieznacznym stopniu (+)
z surowicg L. poi.
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Wyniki proby OWD w ramach poszczegélnych serogrup wykazuja
bardzo duze podobienstwo antygenowe (pelne zahamowanie hemolizy).
Pelne zahamowanie hemolizy zaokserwowano takze poza obrebem
serogrup: antygen L. icterohaemorrhagice A reagowal! w ten sposdb
z surowicami anty L. sarmin i L. canicola, antygen L. djasiman z suro-
wicami anty L. grippotyphosa, a antygen L. grippotyphosa z surowicg
anty L. djasiman. Poniewaz przeprowadzone badanie wykonane bylo
tylko w jednym jednakowym rozcienczeniu dla wszystkich surowic
(1:10), co pozwolilo na wykazanie jedynie rdéznic jakosciowych, prze-
prowadzono krzyzowy odczyn wigzania dopelniacza w kilku serogrupach
z uwzglednieniem wysoko$ci miana surowic odpornosciowych (tab. 3).

Tab. 3. KrzyZowy odczyn wigzania dopelniacza w kilku serogrupach z uwzgled-
nieniem wysoko$eci miana surowic
The cross complement fixation test for several serogroups taking into account
the degree of the serum titer

Surowice odpornosciowe
Serogrupa Antygeny
1 | 2 3
XVII | 1. L. bafamae 1:128 1:32
i 2. L. paidjan 1:64 1:128
VII 1. L. pyrogenes 1:32 1:16
2. L. australis B 1:32 1:32
1. L. autumnalis AB 1:32 1:32 1:16
XI 2. L. autumnalis A 1:32 1:32 1:32
3. L. bangkinang 1:16 1:16 1:32
XIII 1. L. australis A 1:64 1:32
2. L. muenchen 1:64 1:64
Grippotyphosa:
XV 1. Moskov V 1:128 1:64 1:128
2, Duyster 1:128 1:128 1:64
3. Bernkopf 1:64 1:64 1:128

Jak wynika z tabeli 3 przy pomocy OWD nie wykazano réznic iloscio-
wych pomiedzy poszczegélnymi serotypami. W przypadku serotypow
L. bataviae i paidjan (XVII), L. batavice wigze silniej dopeiniacz
z surowicg hemolityczng niz z surowicg odpornosciowa dla szczepu
L. paidjan i odwrotnie,

Uzywajac antygendéw przygotowanych wg metodyki wlasnej ze
szczepow krajowych L. grippotyphosa (8 szczepéw) i L. bataviae (1)
nastawiono odczyn wigzania dopelniacza z surowicami odporno$ciowymi
36 wzorcowych szczepoéw leptospir. Z antygenem L. bataviae silnie
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reagowaly surowice anty L. bataviae i L. paidjan, nieco slabiej anty
L. senot, a jeszcze slabiej anty L. sejroe i L. hyos. Antygeny przygoto-
wane z 8 szczepéw krajowych L. grippotyphosa wigzaly silnie dopelniacz
(++++) z surowicami wzorcowymi serogrupy grippotyphosa. Antygen
szczepu 380/59 wigzal dopelniacz z surowicg anty L. sejroe, antygen 375/59
z surowicg anty L. autumnalis AB (++), a antygen 88/59 z surowicag
dla szczepu L. poi (+ +). Przy pomocy odczynu wigzania dopelniacza
potwierdzono wyniki odczynu aglutynacji i wykazano, ze szczep 70/59
nalezy do serogrupy XVII a pozostale szczepy do serogrupy XV.
Krzyzowy odczyn wigzania depelniacza 8 szczepoéw krajowych z suro-
wicami odpornosciowymi, z uwzglednieniem mian przedstawia tabela 4.
Jak wida¢, przy pomocy tej metody nie mozemy zaliczy¢ zbadanych
szczepow od okreslonych serotypéw. Natomiast mozna potwierdzi¢
do pewnego stopnia przynaleznosé¢ serogrupowsg (serogrupy XV, XVII),
a jednoczesnie wskaza¢ istnienie dodatkowych komponentéw anty-
genowych.

DYSKUSJA I WNIOSKI

W pracy niniejszej przeanalizowano przy pomocy odczynu wigzania
dopelniacza 36 wzorcowych szczepéw leptospir (tabl. 2), okreslonych
jako odrebne serotypy. Wyniki odczynu wigzania dopelniacza wykazaly
pewne réznice w budowie antygenowej w poszczegélnych serogrupach.
Przy pomocy OWD stwierdzono szeroki zasieg powinowactwa anty-
genowego 1 serogrupy leptospir, co wskazuje na obecnosé komponent
antygenowych, ktére wystepujg w réznych proporcjach u wielu sero-
typéw leptospir. Antygen przygotowany wg wiasnej modyfikacji do
odczynu wigzania dopelniacza wigze dopelniacz z serotypami leptospir
zawartymi w obrebie danej serogrupy (+ + + +). Badanie potwierdzilo
dane z piSmiennictwa (Terzin 1956, 1957, Biirki 1960 i inni), ze
zastosowanie odczynu wigzania dopeiniacza daje mozliwo*¢ podziatu
leptospir na serogrupy, aczkolwiek zdarzajg sie wigzania dopelniacza
pomiedzy réznymi serogrupami. W wyniku analizy 9 szczepéw kra-
jowych zaliczono 8 szczepéw leptospir kolekcji krajowej do serogrupy
XV, obejmujacej serotypy L. grippotyphosa i Bernkopf, a jeden szczep
do serogrupy XVII obejmujgcej serotypy: L. bataviae i L. paidjan.

Reasumujgc, mozna stwierdzi¢, ze przeprowadzony w tej pracy
po raz pierwszy na tak szerokg skale krzyZowy odczyn wigzania
dopelniacza z 36 szczepami leptospir kolekcji wzorcowej i 9 szczepami
leptospir kolekeji krajowej z zastosowaniem antygenu fenolowo-wodnego
sporzgdzonego wg modyfikacji wlasnej, dal moznos¢ sklasyfikowania
szczepdéw leptospir na serogrupy, chociaz czasami stwierdzono takze
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krzyzowe odczyny wigzania dopelniacza z innymi serogrupami, utrud-
niajgce klasyfikacje. Niektére serogrupy (XVII, XVIII, XIX) nie wy-
kazujg pokrewienstwa z innymi grupami w OWD, tak ze klasyfikacja
ich moze byé¢ przeprowadzona bez trudnosci. Odczyn wigzania dopelnia-
cza nie moze zastgpi¢, przy roéznicowaniu leptospir na serotypy, stoso-
wanej obecnie metodyki opartej na odezynie aglutynacyjnym i krzyzo-
wej absorpcji aglutynin.
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PE3IOME

ITenbro HacToAuleil paGoThb! ABUJIACH OLIEHKA BO3MOMKHOCTM NPUMEHM-
MOCTM peaKIMM CBH3BIBAHMSA KOMILJIEMeHTa IIpy KiaaccHUKaumuy JemnTo-
CIIMp, C IIPMMEHEHMEM aHTHUIEHA, ITOJYYEHHOTO aBTOPOM.

VccnenoBaHMA NIPOBOAMAMCH Ha JBYX TpyHOmax JeNToCIMp: Mnepsas
cocTosana M3 36-TM 9TAJOHHBIX ilITAMMOB, BTOpasg — M3 9-TU OTEYeCTBEH-
HBIX LLITAMMOB.

B pesysbraTe npoBeOCHHBIX MCCJAENOBAaHMII FOKa3aHa IIPUMMEHMMOCTBH
peaxiuy CBA3BIBAaHMA KOMILIEMEHTA MpU KJjaccuduKaliuy JIeIITOCIIND
M ¥X NOApa3fesIeHMM Ha CEepOorpynnbl. ¥YCTAaHOBJIEHHblE TakuM oOpasoMm
CEepOTrpyNNbl COBMAJAKT C CEepPOTPYyNNAMM, BBIJEJIEHHBIMM Ha OCHOBaHMM
peakumuy arrviOTHMHALMM ¥ IIepPeKpecTHOM abcopbuuy AarrJiOTHHOB.

Tabm. 1. OneHKa JenTOCHMPO3HBIX AHTHIEHOB, W3TOTOBJEHHLIX pPa3JIMUHLIMA
MEeTOZaMM.

Tabxa. 2. PeaKumusa CBA3LIBAHUA KOMILJIEMEHTa LITAMMOB JIEITOCHND 3TaJIOHHOTO
Habopa (BO3).

Tabxn. 3. PeaKumA CBA3bIBAHUA KOMIUIEMEHTa B HECKOIBKMX TIpyHnax ¢ y4eToM
BEJINYVMHBI THUTPa ChIBOPOTOK.
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Taba. 4. Peakumd CBA3bIBAHUA KOMIIJIEMEHTA AHTUIEHOB M ChIBOPDOTOK M3 OTe-
YecTBelIHbIX IUTAMMOB, & TaKiXXe COOTBETCTBYIOLUMX 9TAJOHHbIX LITaMMOB M MX CbI-
BOPOTOK.

SUMMARY

The objective of this work was to estimate the value of the com-
plement fixation test for the classification of Leptospira with the
application of an antigen, produced according to the author’s modifi-
cation. .

The investigations were carried out in two groups of Leptospira,
one containing 36 standard strains and the other 9 strains of the Polish
collection.

The results obtained showed the usefulness of the complement
fixation test for the partition of Leptospira into serogroups which
mostly correspond to the serogroups identified by agglutmatlon proof
and agglutinin absorption.
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