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Analysis of Receptors of Leptospira Strains Isolated in South-East Poland

PROBY KLASYFIKACYJNE LEPTOSPIR

Leptospiroza czlowieka po raz pierwszy w §wiecie opisana przez Weila (1886)
w r. 1888 przez Fiedlera nazwana zostala chorobg Weila. Czynnik etiologiczny
choroby Weila zostat okre§lony przez Inada i Ido (1915, Hubnera i Rei-
tera (1915—1916), Frommego i Uhlenhuta (1915) oraz Martina i Pe-
tita (1919). W ciggu niespetna p6t wieku prébowano oprzeé klasyfikacje leptospir
na réznych przestankach, jak wiasciwo§ciach morfologicznych, serologicznych, bio-
logicznych, epidemioclogicznych i biochemicznych.

1. Klasyfikacja leptospir na podstawie
morfologii

Whnikliwe badania Noguchiego (1917), Martina i Petita (1919
i Zuelzer (1921—1928) nad morfologia nowo wyizolowanych kretkéw doprowa-
dzily do ustanowienia, morfologicznie odrebnego rodzaju okreS$lonego i nazwanego
przez Noguchiego, Leptospira (1917). Badania ostatnich lat przy uzZyciu mi-
kroskopu elektronowego pozwolily nieco glebiej zbadaé¢ budowe leptospir. Wypra-
cowana przez Mortona i Andersona (1943) technika przygotowania prepa-
ratéw stala sie podstawa do nastepnych badan prowadzonych przez Babudie-
riego (1949), Catera (1952), Czekalowskiego i Eaves (1951, 1954, 1955),
Dymowsksg (1959), Gangela i Themanna (1956), Parnasa i ERLa-
zuge (1957). Dzieki tym badaniom, wiemy, Ze leptospira sklada sie z ecylindra
cytoplazmatycznego, wielkosci okoto 620 A i aksostylu wielkosci 220 A, zwinietego
wokol cylindra i przylegajacego sciSle do jego powierzchni. Badania w mikroskopie
elektronowym ustalily morfologiczne podobienstwo licznych szczepéw leptospir,
z malymi tylko odchyleniami, obserwowanymi zwlaszcza u Leptospira ballum,
opisanymi przez Bukowca (1955) i Stanistawskiego (1958).
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2. Proby klasyfikacji leptospir na podstawie
wlasnosci biochemicznych

Wtiasno$ci biochemiczne w dobie dzisiejszej maja duze zastosowanie w bakte-
riologii przy Kklasyfikacji drobnoustrojéw. W odniesieniu do leptospir wiasnosci
biochemiczne jak dotychczas, nie znajdujg wiekszego zastosowania przy réznicowa-
niu leptospir. Dzieje sie to dlatego, ze metabolizm tych drobnoustrojow jest jeszcze
niedokladnie poznany. Kmety i Bakoss (1961) przebadali 19 serogrup leptospir
na wytwarzanie hemolizyn i lipazy, stwierdzajac hemolizyny u szczepéw grupy
pomona i grippotyphosa, natomiast lipaze wytwarzaly szczepy z grupy australis,
canicola, pomona, icterohaemorrhagiae i niektére inne grupy. Jednakie wytwa-
rzanie lipazy i hemolizyn nie sg cechami zjadliwo$ci szczepéw ani tez charakte-
rystycznymi dla danej grupy, poniewaz w tej samej grupie szczepdw stwierdza sie
szczepy wytwarzajace lipaze i hemolizyny obok szczepéw nie wytwarzajgcych. Jest
to cecha niestala i nie wystarczajgca do roznicowania szczepow leptospir.

3. Klasyfikacja pod wzgledem zjadliwos$ci
dla zwierzgt doswiadczalnych

Z szeregu zwierzat doswiadczalnych do préob biologicznych w leptospirozie naj-
czeSciej uzywane sa §winki morskie. Pierwsi Inada i Ido (1915) stwierdzili, ze
L. icterohaemorrhagiae jest wysoce chorobotwércza dla $winki morskiej i wywo-
tuje u niej ciezkg zoéitaczke, krwawe wybroczyny, prowadzgce do $mierci zwierzecia.
Podobne spostrzezenia zostaly opublikowane przez Uhlenhuta i Frommego
(1914), Adamskiego (1925), Warfotomiejewa (1949), Austoniego (1953).
Szczepy L. grippotyphosa wywolujgce gorgczke blotng sg malo chorobotwércze dla
§winek morskich. Potwierdzajg to badania przeprowadzone przez Tarasowa
i Tierskich (1928), Schiiffnera (1939), Babudierego (1940), Schuff-
nera i Bohlandera (1942—1943).

4. Klasyfikacja leptospir na podstawie
wilasnosdci serologicznych

Odczyny serologiczne w klasyfikacji leptospir do chwili obecnej sg podstawg
laboratoryjnej diagnostyki leptospiroz i okre$lenia nowych szczepow. (Hiibner
i Reiter 1915), Martin i Petit 1916). Swiatowa Organizacja Zdrowia na
Kongresie Ekspertow leptospirologii (1952, 1953) w Amsterdamie, wyznaczyla osrodki
leptospirozowe, ktore majg na celu opracowanie metod diagnostycznych leptospiroz
oraz Kklasyfikacje serologiczng szczepéw (Wolff 1955). Obecnie do klasyfikacji
szczepOw leptospir zalecone sg nastepujgce metody serologiczne: 1) odczyn agluty-
nacji, 2) odezyn krzyzowej aglutynacji, 3) odezyn absorpcji aglutynin, i 4) odczyn
wigzania dopetniacza, nie majgcy na razie praktycznego znaczenia.

Opracowana przez Schiiffnera i Mochtara (1927) metodyka wykonania
odczynu aglutynacyjno-litycznego jest podstawa w diagnostyce serologicznej i kla-
syfikacji leptospir. Autorzy ci polecajg stosowaé antygeny zywe, tj. hodowle lepto-
spir dobrze wyroéniete, zachowujac stosunek surowicy i antygenu 1:1. Surowice
stosuje sie w roznych rozmiarach a wynik odczytuje sie po 2—4 godzinach pod
mikroskopem w ciemnym polu widzenia.
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Do badania struktury antygenowej Borg-Petersen (1938) oraz Schiff-
ner i Bohlander (1939) opracowali metodyke absorpcji aglutynin. Jest to

zmodyfikowana metoda Castelaniego, uzywana powszechnie w badaniach nad
budowg antygenowa bakterii.

RYS HISTORYCZNY BADAN NAD LEPTOSPIROZA W POLSCE

1. Przypadki leptospirozy w okresie 1888—1939 r. (Ryc. 1),
2. Przypadki leptospirozy w okresie 1946—1960 r. (Ryc. 2).
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Ryc. 1. Ogniska leptospirozy na terenie Polski w latach 1888—1939
Leptospirosis foci in Poland from 1888—1939
1 — L. icterohaemorrhagiae

BADANIA WEASNE

Na terenach potudniowo-wschodniej Polski, a $cislej mowigc w po-
wiatach: hrubieszowskim, tomaszowskim wojewo6dztwa lubelskiego oraz
w przyleglych do nich powiatach wojewoddztwa rzeszowskiego w r. 1948



152 Kazimierz Lazuga

= At e et )—o‘-\—t )—iw\.
N A
/ i
Otlsztyn :\ \
A)
4 d
n - A
] X
7 "’f" --",, © Jom” " Biatystok )
'd { ,

\. ,,’ K " M ‘\'.:_ J
T 3 ; o
1 ' AN / Warszawa % j

' - - 4 ..
' 0 Iy "§\ R o . - {
‘)Zlelona‘ Poznan ) e Qx A Pa
Gora -~ RN e
[ 0 N i todz \\ ( .‘?
J - , .
1 AN s oe ..o o ® I
.‘S....,—.-__o‘ N l.\’ J e \r’, ° \
e % ® o / ;
o o 1 o e, |
] [ d L TN [ ,\‘vk\ ! : .Lu lin \
wl\\: +.Wfocﬂw / [ SN ‘ Kielce ' o % I
. ) o ’I ‘ +
an 7 Opole -
- R ' RNy ¢+9 +
é F-:I )', ‘7"‘~\ e oA ﬁ(
AN ' ' X g Soe 2
\-/:) \.? .,Kaga:me S O'J‘I»‘.‘_ff
’ 1 A \
O .' ] \ +
M\"\ ;, Kt akow } Rzesz.ow o?/
.-
.\-/’ —~ Ce a :\ .
o i
e
0-1 °-2 o -3 A b A -5 a-s s -
e x -9 4 -10 a -1 A -12 8 - 13

Ryc. 2. Ogniska leptospirozy na terenie Polski w latach 1946—1960
Leptospirosis foci in Poland from 1946—1960
Obja$nienia znakéw — Explanations of signs
1 — L. icterohaemorrhagiae, 2 — grippotyphosa, 3 — L. pomona, 4 — L. bataviae,
5 — L. canicola, 6 — L. australis A, 7T — L. australis B, 8 — sejroe, 9 — L. sax-
koebing, 10 — L. mitis, 11 — L. poi, 12 — L. hebdomadis, 13 — L. autumnalis

Chrominski wyizolowal od chorych ludzi szczep L. grippotyphosa.
Byl to pierwszy szczep L. grippotyphosa otrzymany w Polsce. Od tego
czasu do kohca r. 1960 podczas ekspedycji naukowych w naturalnych
ogniskach przyrodniczych leptospirozy w poludniowo-wschodnich rejo-
nach Polski, wyosobniono szereg szczep6éw leptospir. Szczepy te zostaly
zakwalifikowane do 6 serogrup: grippotyphosa, hebdomadis, javanica,
bataviae, icterohaemorrhagiae i australis. Pracujac jako czlonek grupy
mikrobiologicznej Zespolu Ekspedycji Leptospirozowych i wspotautor
szeregu publikacji, otrzymalem oddzielne zadanie — zbadania wlasci-
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wosci antygenowo-serologicznych szezepéw L. grippotyphosa izolowanych
na naszym obszarze badan (potudniowo-wschodniej czesSci Lubelszezyzny).
Bylo to tym bardziej potrzebne, ze Dy mowska analizujac pie¢ szcze-
pow L. grippotyphose wyizolowanych na Lubelszczyznie, stwierdzila, iz
badane szczepy posiadaja niejednorodng strukture antygenows, a poza
tym jeden szczep nalezal do grupy ,,Semaranga’, wcale nie pokrewnej
grupie grippotyphosa (Babudierii i Dymowska). Karman-
s ka, badajgc zas w krzyzowym odczynie aglutynacyjnym i krzyzowym
odczynie aglutynacyjno-absorpeyjnym i w badaniu biologicznym, szczep
,Tomaszow I” wyizolowany w r. 1955 w powiecie Tomaszéow Lubelski,
twierdzi z duzym prawdopodobienstwem, ze szczep ten stanowi odrebny
serotyp, dla ktérego proponuje nazwe L. zwierz. Moim zadaniem bylo
zanalizowanie wlasciwo$ci antygenowo-serologicznych szczepéw L. grip-
potyphosa wyizolowanych w potudniowo-wschodniej cze$ci Lubelszczyz-
ny, a znajdujacych sie aktualnie w Muzeum Instytutu Medycyny Pracy
i Higieny Wsi. Ze wzgledéw epidemiologicznych, jak réwniez teoretycz-
nych (analiza budowy antygenowej) zajatem sie réwniez rozpracowaniem
najliczniejszej grupy szczep6éw leptospir, mianowicie L. grippotyphosa,
opierajac sie na szerokim zestawie serotypéw leptospir z Osrodka WHO
w Amsterdamie. W pracy poddalem analizie 11 szczepdéw L. grippoty-
phosa wyosobnionych w poludniowo-wschodniej Polsce i jeden szczep
wyizolowany na Slgsku w poréwnaniu z 5 szczepami wzorcowymi.
W tym celu zastosowalem metodyke typowania serologicznego (Wolf £
1954), (Wolff i Broom 1954, Babudieri 1957, Babudieri
1961), opierajac sie na odczynie aglutynacyjnym, krzyzowym odczynie
aglutynacyjnym i absorpcji aglutynin.

1. Materiaty i metody

Materialem badawezym mojej pracy byly dwie grupy szczepéw lep-
tospir. Pierwsza grupa obejmowala 11 szczepdéw leptospir grippotyphosa
wyizolowanych na terenach poludniowo-wschodniej Lubelszezyzny i je-
den szczep ze Slgska, do drugiej grupy nalezalo pieé szczepéw wzorco-
wych z kolekecji WHO w Amsterdamie, stanowigcych grupe poréw-
nawczg. Szczepy wyizolowane z potudniowo-wschodniej Lubelszczyzny
pochodzily: nr 611 z Cricetus cricetus, nr 764 i 710 z Mus musculus ze wsi
Niemiréwek pow. Tomaszéw Lubelski z r. 1957. Szczepy nr 75 i 88 wy-
izolowano z Mus musculus, za$ szczepy nr 99, 375, 378, 379, 380 z Mi-
crotus arvalis ze wsi Niemirowek rok 1959.

Szczep L. grippotyphosa ,, Tomaszoéw (64)” zostat wyizolowany w r. 1956
z krwi chorego czlowieka ze wsi Niemiréwek pow. Tomaszéow Lubelski.
Szczep L. grippotyphosa Schlesien otrzymano z kolekcji szczepow Osrodka
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Badan nad leptospiroza we Wroclawiu. Badane szczepy leptospir hodo-
walem na podlozu Korthoffa z dodatkiem $wiezej inaktywowanej suro-
wicy kroliczej w ilo$ci 5% oraz witaminy B;; w ilosci 1 mcg na 1000 ml
podloza. Szczepy przesiewalem w odstepach dwutygodniowych i trzy-
malem w cieplarce w temperaturze 28°C. Dla zbadania wlasciwosei anty-
genowych w/w szczepéw leptospir przygotowalem surowice odporno-
sciowe dla wszystkich szczepdéw. Kroéliki o wadze 2,5—3 kg szczepiono
zywa hodowlg leptospir w odstepach trzydniowych nastepujacymi daw-
kami: 1 ml, 2 ml, 3 ml, 3 ml. Surowice odpornosciowg od krélikéw po-
bieralem jalowo po 14 dniach od ostatniego zastrzyku i przechowywalem
w zamrazarce bez dodatku srodka konserwujgcego. Poréwnawecze badanie
struktury antygenowej szczepéw wyizolowanych na Lubelszczyznie i Slg-
sku oraz szczepoéw wzorcowych przeprowadzilem nastepujgcymi meto-
dami: 1) krzyzowego odczynu aglutynacyjnego z zywymi szczepami
(Wolff 1954, Babudieri), oraz 2) odczynu krzyzowej absorpcji
aglutynin (Schiffner i Bohlander 1939, Wolff 1954).

WYNIKI BADAN

1. Odczyn aglutynacyjny przy uzyciu zywych
szczepOw leptospir

W pierwszej czesci pracy przeprowadzilem badania serologiczne przy
uzyciu odczynu aglutynacyjnego z zywymi szczepami wyizolowanymi
w potudniowo-wschodniej Polsce oraz z surowicami odpornosciowymi
dla 13 serogrup leptospir z Osrodka WHO w Amsterdamie. Otrzymane
wyniki zostaly zestawione w tab. 1. W kolumnie pionowej tab. 1 umie-
szczono surowice odpornosciowe dla szczepéw wzorcowych z Osrodka
WHO w Amsterdamie, zaznaczajage wysoko$é miana surowicy odporno-
$ciowej, w szeregu poziomym oznaczono szczepy badane wlasne. Obli-
czenia odczynu aglutynacyjnego wykonywalem wedlug wytycznych
Wolffa (1954). Technika odczynu aglutynacyjnego przyjeta wedlug
Wolffa przedstawia sie nastepujgco: surowice rozciencza sie tak, aby
otrzyma¢ nastepujgce miana: 1/10, 1/30, 1/100, 1/300, 1/100 itd. Do tak
rozcienczonej surowicy dodaje sie rowng ilosé zywej hodowli leptospir.
Mieszanine te pozostawia sie przez cztery godziny w temperaturze 37°C,
a nastepnie odezytuje w ciemnym polu widzenia. Otrzymane wyniki
(Wolff) wyraza sie w procentach obliczanych w stosunku do miana
badanej surowicy. Jak wynika z tab. 1 badane szczepy aglutynowaly
z surowicami odporno$ciowymi dla szczepéw grupy L. grippotyphosa
w mianie granicznym, oznaczajac jako 100%. Poza tym badane szczepy
wykazywaly aglutynacje z surowicg autumnalis AB, w bardzo niskich
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nego. Przy analizie wynikéw krzyzowego odczynu aglutynacyjnego
stwierdzono, ze wsrod szeregu badanych surowic odpornosciowych, suro-
wica dla szczepu L. 88 wykazywala wlasciwosci zlepne dla najwieksze]j
liczby szczepow, aglutynowala ona w 100% — 15 szczep6w grippotyphosa.
Surowica dla szczepu L. 764 aglutynowata w 100% — 14 szczepow grippo-
typhosa. Pozostale surowice zachowywaly sie nastepujaco: surowice dla
szezepow L. 75, L. 375 i L. 710 aglutynowaly w 100% — 13 szczepow
grippotyphosa, surowice dla szczep6éw L. 611, i L. Schlesien aglutynowaty
w 100% — 12 szczepdéw grippotyphosa, surowice dla szczepow L. 99,
L. 380. L. Tomaszoéw aglutynowaly w 100% — 11 szczepow grippotyphosa,
surowica dla szczepu L. 378 aglutynowala w 100% — 10 szczepoéw grip-
potyphosa, surowica dla szczepu L. 379 aglutynowala w 100% — 8 szcze-
pow grippotyphosa. Na podstawie wlasciwosci zlepnych, surowice dla
L. 88, L. 764, L.. 75, L. 375 i L. 710 nalezaloby uznaé¢ za surowice o naj-
szerszym zasiegu aglutynin dla okreslenia typu grippotyphosa na tere-
nach Polski. Inne surowice dla szczepow tej grupy wyizolowanych w po-
ludniowo-wschodniej Polsce wykazywaly nieco mniejszy zasieg aglu-
tynin. Prawie wszystkie surowice odpornosciowe dla badanych szczepéw
z terenu poludniowo-wschodniej Polski (z wyjatkiem surowicy dla L. 75)
aglutynowaly w 100% wzorcowy szczep L. grippotyphosa Moscow V,
szczep uznany przez expertow leptospir WHO/FAO za najbardziej peino
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Ryc. 3. Odczyn krzyzowej aglutynacji
Cross agglutination test
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antygeniczny i swoisty z grupy grippotyphosa. Badane szczepy okazaly
sie blizsze struktura antygenows szczepom wyizolowanym w ZSRR
(szczep Karnilow, Moscow V) anizeli innym szczepom wzorcowym. Su-
rowice odpornosciowe dla 12 badanych w tej pracy szczepow typu grip-
potyphosa, wyosobnionych w Polsce aglutynowaly w 100% szczep Mo-
scow V, w 11 przypadkach, szczep Karnilow aglutynowaly w 100% —
w 6 przypadkach, szczep Bernkopf wyizolowany w Izraelu aglutynowaty
w 100% w 6 przypadkach, szczep Andaman CH 31 aglutynowaly w 100%
tylko w 3 przypadkach zas$ szczep Duyster by} zlepiony przez te surowice
w 12,5—50% (ryc. 3).

3. Wyniki odczynu krzyzowej absorpciji
aglutynin

W celu dokladniejszego przebadania i ostatecznego ustalenia wlas-
nosci antygenowych poszczegoélnych badan szczepow leptospir zaliczo-
nych na podstawie poprzednich badan do L. grippotyphosa uzyto od-
czynu krzyzowej absorpcji aglutynin. Absorpcje aglutynin przeprowa-
dzono za pomocg antygendow zabitych, przygotowanych mefoda opisana
przez Wolffa (1954). Technika testu absorpcyjnego stosowana przez
Wolffa jest nastepujgca: do 100 ml dobrze wyros$nietej hodowli dodaje
sie 0,5% formaliny, nastepnie wiruje sie przez 20 minut przy 10 000 obro-
tow/min. Dziewieé¢ czesci otrzymanego osadu miesza sie z jedng czescig
surowicy odpornosciowej, uprzednio rozcienczonej do miana 1 :3000.
Mieszanine te pozostawia sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny,
a nastepnie wiruje sie jg przez 5 minut przy 10 000 obrotéw/min. Z ply-
nem znad osadu nastawia sie odczyn krzyzowej aglutynacji wg techniki:
surowice rozciencza sie tak, aby otrzymaé¢ nastepujgce miana 1: 30,
1:100, 1:300, 1:1000 i 1:3000, do ktorych dodaje sie réwng ilo$é
hodowli zabitej formaling. Mieszanine te pozostawia sie przez cztery
godziny w temperaturze 37°C, a nastepnie odczytuje w ciemnym polu
widzenia. W swojej pracy zastosowalem metode Wolffa, z tg tylko
réznicg, ze ze wzgledow technicznych nie moglem wirowaé przy 10 000
obrotéw/min., przeto pierwsze wirowanie wykonalem przy 6000 obro-
téw/min. przez 120 minut, po 24 godzinach wirowalem przez 15 minut
przy 6000 obrotéw/min. Do badania uzylem wszystkich 12 szczepow
L. grippotyphosa pochodzacych z terendéw Polski oraz 5 szezepdéw L. grip-
potyphosa wzorcowych z Osrodka WHO w Amsterdamie i surowice od-
pornosciowe dla nich.

Przy badaniu wzajemnych stosunkéw antygenowych w obrebie szcze-
pow, ktére wg poprzednich badan okazaly sie przynaleine do typu grip-
potyphosa stwierdzono, ze wykazywaly one wzajemne krzyzowe odczyny
oraz wysycaly sie calkowicie lub czesciowo ponizej 10%, co wskazuje, ze
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nalezg do jednego serotypu. Odczyn krzyzowej absorpcji aglutynin wy-
padl ponizej 10% w nastepujgcych zestawieniach: Surowica dla szczepu
anty L. grippotyphosa nr 88 wyabsorbowana antygenami L. grippoty-
phose nr 99 i nr 379 aglutynowala w dalszym ciggu homologiczny szczep
w 0,3% (wg sposobu obliczen Wolf{fa). Absorpcja surowicy dla szczepu
L. grippotyphosa nr 99 antygenem L. grippotyphosa nr 88 pozostawila
aglutyniny dla szczepu homologicznego w 0,3%. Surowica dla szczepu
L. grippotyphosa nr 379 wyabsorbowana szczepem L. grippotyphosa nr 88
aglutynowata szezep homologiczny w 0,3%. Surowica dla szezepu L. grip-
potyphosa nr 99 wyabsorbowana antygenami L. grippotyphosa Karnitow
i Moscow V aglutynowala szczep homologiczny w 0,3%. Natomiast suro-
wice dla szczepoéw L. grippotyphosa Karnitow i L. grippotyphosa Mo-
scow V, wyabsorbowane antygenem L. grippotyphosa nr 99, aglutyno-
waly szczepy homologiczne w mianie do 10%. Surowica dla szczepu
L. grippotyphosa nr 99 wyabsorbowana antygenem L. grippotyphosa
nr 378 aglutynowala szczep homologiczny w 10%. Surowica dla szczepu
L. grippotyphosa nr 378 wyabsorbowana szczepem L. grippotyphosa nr 99
aglutynowala szczep homologiczny w 0,3%.
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Ryc. 4. Odczyn krzyzowe] absorpcji aglutynin
Cross agglutinin absorption test

Surowice dla szczepow L. grippotyphosa nr 99 i nr 379, wyabsorbo-
wane antygenem L. grippotyphosa Bernkopf, aglutynowaly szczepy ho-
mologiczne w 0,3%, a surowica dla szczepu L. grippotyphosa Bernkopf,
wyabsorbowana antygenami L. grippotyphosa nr 99 i nr 379, aglutyno-
wala szczep homologiczny rowniez w 0,3%. Surowica dla szczepu L. grip-
potyphose Tomaszow (64) wyabsorbowana antygenem L. grippotyphosa
nr 379 aglutynowala homologiczny szczep w mianie do 10%. Surowica
anty L. grippotyphosa nr 379 wysycona antygenem L. grippotyphosa To-
maszow (64) aglutynowala szczep homologiczny w granicach do 10%.
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Surowica dla szczepu L. grippotyphose nr 379 wyabsorbowana anty-
genem L. grippotyphosa Moscow V aglutynowala homologiczny szczep
do 10%. Z drugiej strony surowica odpornosciowa dla szczepu L. grippo-
typhosa Moscow V wyabsorbowana antygenem L. grippotyphosa nr 379
aglutynowala wtasny szczep tylko w mianie 0,3 (ryc. 4).

Ogolnie biorgc, otrzymane wyniki odezynu krzyzowej absorpcji aglu-
tynin wskazywaty na to, ze badane szczepy, wyizolowane w poludniowo-
-wschodniej Polsce, nalezace do typu grippotyphosa posiadaty identyczne
struktury antygenowe z malymi réznicami w kilku przypadkach praw-
dopodobnie natury iloSciowej, nie siegajacej powyzej 100%.

OMOWIENIE WYNIKOW

Osrodek leptospirozy Swiatowej Organizacji Zdrowia w Amsterdamie
oraz Komitet Expertow leptospir WHO/FAO zalecaja, azeby przy okre-
$leniu nowo wyosobnionego szczepu leptospir opieraé¢ sie na wynikach
odczynu aglutynacyjnego, krzyzowego odczynu aglutynacyjnego z zy-
wymi szczepami i odczynu absorpcji aglutynin z antygenami formali-
zowanymi. 12 szczepow polskich badanych w tej pracy w oparciu o wy-
niki powyzszych odczynéw zaszeregowano do typu grippotyphosa.
Pierwsze szczepy L. grippotyphosa w Polsce wyizolowal od chorych na
goraczke blotng w woj. lubelskim Chrominski (1948). Bilek (1949)
stwierdzil wystepowanie tego typu leptospir w wojewddziwie rzeszow-
skim. Zwierz, Durlakowa, Lobodzinska (1952, 1953) opi-
sali ogniska gorgczki blotnej na terenie Dolnego Slgska. Parnas, Wy-
socka, Zwierz, Durlakowa, Lazuga (1956), Parnas, La-
zuga, Dagbrowski, Koslak (1957), Parnas, Lazuga, Koslak
(195811959), Parnas, Koslak (1960) na podstawie analizy wynikow
ekspedycji w poludniowo-wschodniej Polsce, a w szczegolnosci do powiatu
Tomaszow Lubelski, stwierdzili, ze oprécz typu L. grippotyphosa wyste-
puje tam szereg innych serotypéw, a mianowicie: L. sejroe, L. saxkoebing,
L. sorex, L. bataviae, L. icterrohaemorrhagiae, L. australis A. Wymie-
nieni autorzy okreslajac stwierdzone typy leptospir nie badali ich wlas-
nosci antygenowych przy zastosowaniu pelnej metodyki klasyfikacyjnej.
Dymowska badajac 6 szczepdéw leptospir typu grippotyphosa, wy-
osobnionych na terenie Polski, wykazala, ze badane szczepy posiadaja
niejednorodna strukture antygenowsg oraz wyroéznita 3 grupy réznigce sie
ugrupowaniami antygenowymi: a) szczepy majgce wspdlny antygen dla
szczepOw krajowych, dla szczepow Andaman CH 31 i szczepu L. bowis
oraz posiadajgce komponenty antygenowe dla typu hebdomadis. b) Dru-
gie ugrupowanie antygenowe posiadajgce wzor antygenowy identyczny
z grupg pierwsza, lecz poszczegbine komponenty wykazujagce mniejszg
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aktywnos¢ serologiczng i c¢) trzecie ugrupowanie, w ktdrego skladzie
antygenowym brak jest komponenty dla typu hebdomadis. Struktura
antygenowa badanych 6 szczepoéw grippotyphosa wyosobnionych w Pol-
sce jest blizsza szezepom izolowanym w ZSRR, niz szczepom wzorcowym
z Os$rodka leptospirowego w Amsterdamie (szczep Duyster i Andaman
CH 31). W r. 1955 podczas prac ekspedycyjnych nad goraczksg blotng
w powiecie Tomaszéw Lubelski miedzy innymi wyizolowano z krwi
chorego czlowieka szczep leptospira, nazwany ,,Tomaszow I”. Kar-
manska na podstawie badan serologicznych (krzyzowego odczynu
aglutynacyjnego i krzyzowego odczynu aglutynacyjno-absorpcyjnego)
i badan biologicznych szczepu ,,Tomaszéow I” twierdzi z duzym prawdo-
podobienstwem, ze szczep ten stanowi odrebny serotyp, dla ktérego pro-
ponuje nazwe L. zwierz.

Jeden ze szczepéw leptospira, wyizolowany w r. 1948 przez Chro-
minskiego z krwi chorego z powiatu Hrubieszéw, w szczegotowych
badaniach serologicznych okazal sie szczepem z grupy ,,Semaranga”. Jak
cala grupa ,,Semaranga’”, szczep ten aglutynowany tatwo przez surowice
ludzkie dodatnie lub ujemne, winien by¢ sklasyfikowany do leptospir
wodnych (L. biflexa), Babudieri, Dymowska 1961). Analizujac
strukture antygenowsg szczepdw bedacych materialem mojej pracy, po
zastosowaniu wnikliwej metodyki badawczej, uwidocznily sie bardzo
mate roéznice w budowie antygenowej szczepdéw nalezacych do typu
L. grippotyphosa.

Przy analizie wynikow krzyZowego odezynu aglutynacyjnego stwier-
dzono, ze wsrod szeregu badanych surowic odpornosciowych, surowica
dla szczepu L. 88 wykazywala wlasciwosci zlepne dla najwiekszej liczby
szczepOow, aglutynowala ona w 100% — 15 szczepow grippotyphosa. Su-
rowica dla szczepu L. 764 aglutynowala w 100% — 14 szczepoéw grippo-
typhosa. Pozostale surowice zachowaly sie nastepujaco: surowice dla
szczepow L. 75, L. 375 i L. 710 aglutynowaly w 100% — 13 szczepdéw
grippotyphosa, surowice dla szczepéw L. 611 1 L. Schlesien aglutynowaly
w 100% — 12 szczepéw grippotyphosa, surowice dla szczepéw L. 99,
L. 380, L. Tomaszéw aglutynowaly w 100% — 11 szczepdw grippoty-
phosa, surowica dla szczepu L. 378 aglutynowala w 100% — 10 szczepoéw
grippotyphosa, surowica dla szezepu L. 379 aglutynowala w 100% —
8 szczepdéw grippotyphose. Na podstawie wilasciwosci zlepnych, surowice
dla L. 88, L. 764, L. 75, L. 375 i L. 710 nalezaloby uznaé za surowice
o najszerszym zasiegu aglutynin dla okreslenia typu grippotyphosa na
terenach Polski. Inne surowice dla szczepoéw tej grupy wyizolowanych
w poludniowo-wschodniej Polsce wykazywaly nieco mniejszy zasieg
aglutynin.

Prawie wszystkie surowice odpornosciowe dla badanych szczepow
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z terenu poludniowo-wschodniej Polski (z wyjatkiem surowicy dla L. 75)
aglutynowalty w 100% wzorcowy szezep L.grippotyphosa Moscow V,
szczep uznany przez Expertow leptospir WHO/FAO za najbardziej pelny,
antygeniczny i swoisty z grupy grippotyphosa. Badane szczepy okazaly
sie blizsze strukturg antygenowg szczepom wyizolowanym w ZSRR
(szezep Karnilow, Moscow V) anizeli innym szczepom wzorcowym. Su-
rowice odpornosciowe dla 12 badanych w tej pracy szczepédw typu grip-
potyphosa, wyoscbnionych w Polsce aglutynowaly w 100% szczep Mo-
(scow V, — w 11 przypadkach, szczep Karnilow aglutynowaly w 100% —
w 6 przypadkach, szczep Bernkopf wyizolowany w Izraelu aglutynowaly
w 100% -— w 6 przypadkach, szczep Andaman CH 31 aglutynowaly
w 100% tylko w 3 przypadkach, za$ szczep Duyster bv! zlepiony przez
te surowice w 12,5 — 50%.

Na podstawie odeczynu krzyzowej absorpcji aglutynin stwierdzono, ze
wykazywaly one wzajemne krzyzowe odczyny oraz wysycaly sie calko-
wicie lub ponizej 10%. Surowica dla szczepu L. grivpotyphosa nr 99
wyabsorbowana antygenem L. 378 aglutynowala szczep wlasny w 100%.
Surowica dla szczepu L. grippotyphosa 378 absorbowana szczepem 1. 99
aglutynowatla szczep homologiczny w 0,3%. Surowica dla szczepu L. To-
maszéw, wysycona antygenem nr 379, aglutynowata homologiczny szczep
w mianie do 10%, za$ surowica anty L. 379 wyabsorbowana antygenem
L. Tomaszéw aglutynowala wlasny szczep w 10%. Surowica dla szczepu
L. 379 wyabsorbowana L. grippotyphosa Moscow V zlepiala homolo-
giczny szczep do 10%, natomiast surowica dla L. Moscow V, wyabsorbo-
wana antygenem L. 379, aglutynowala wilasny szczep w mianie 0,3%.
Z krzyzowej absorpcji surowic dla szczepéw L. 99 — L. 378, L. Toma-
szow — L. 379, L. 379 — L. Moscow V, wynika, ze szczepy te sg sero-
logicznie prawie identyczne, poniewaz rézinice w strukturze antygenowej
nie przekraczaja 10%. Pozostale szczepy badane, a mianowicie: L. 75,
88, 375, 378, 380, 611, 710, 764, Schlesien, wykazuja identyczne ukilady
antygenowe miedzy sobg oraz w stosunku do szczepdéw wzorcowych
L. grippotyphosa z O$rodka Leptospir Swiatowej Organizacji Zdrowia
w Amsterdamie.

O pewnych odmiennych wlasciwoséciach antygenowych szczepdw grip-
potyphosa wyoscbnionych w réznych krajach donoszg Rimpau (1938,
1940) i Kathe (1943). Szczepy wyizolowane w Bawarii w wiekszosci
posiadaly wspélne komponenty antygenowe ze szczepami rosyjskimi.
Wolff i Bohlander (1952) stwierdzili podobne wlasciwosei przy
poréwnaniu struktury antygenowej szezepéw L. Andaman CH 31 i L. bo-
vis z L. grippotyphosa Moskwa V. Przy poréwnaniu wynikéw odczynu
krzyzowej aglutynacji z wynikami krzyzowej absorpcji aglutynin stwier-
dza sie: szczep L. 99 i L. 378 w krzyzowe] aglutynacji wykazaly: suro-
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wica anty L. 378 z antygenem L. 99 aglutynowata w 50%, za$ surowica
anty L. 99 z antygenem L. 378 zlepiala w 100%. W odczynie krzyzowej
absorpcji aglutynin surowica dla szczepu L. 99 wysycona antygenem
L. 378 aglutynowala wlasny szczep w mianie do 10%. Zatem réznice
miedzy tymi szczepami, odpowiadajace calkowicie wymaganiom stawia-
nym szczepom homologicznym sg minimalne i pokrywajg sie w obu
odczynach. Podobne réznice obserwuje sie miedzy szczepami L. Toma-
szow 1 L. 379 oraz L. 379 i L. grippotyphosa Moscow V.

Reasumujgc wyniki odezyndw krzyzowej aglutynacji i absorpcji aglu-
tynin w stosunku do grupy badanych szczepdéw grippotyphosa, mozna
powiedzieé¢, ze miedzy 12 badanymi szczepami tego typu nie stwierdza
sie duzych réznic w strukturze antygenowej. Mozna wsrdd nich wyréznié
2 odmiany antygenowe. Pierwsza odmiana antygenowa, o identycznej
budowie mozaikowej antygenéw, jest reprezentowana przez 9 szczepow,
do ktérych nalezg L. 75, L. 88, L. 375, L. 378, L. 380, L. 611, L. 710,
L. 764 i L. Schlesien. Drugg odmiane antygenowsg stanowia szczepy
L. 99, L. 379 i L. Tomaszéw posiadajace jakosciowy wzor antygenowy
identyczny z grupg pierwsza oraz wykazujace poszczegbdlne komponenty
antygenowe nie przekraczajgce 10%.

WNIOSKI

Zbierajgc wyniki przeprowadzonej pracy, nalezy stwierdzié, ze pod-
dane badaniom w tej pracy szczepy leptospir w liczbie 12, wyosobnione
na terenach poludniowo-wschodniej Polski i Slagska w latach 1949—1960
nalezy, na podstawie wynikéw, odczynow krzyzowej aglutynacji z zy-
wym antygenem oraz odczynu absorpcji aglutynin, zaliczy¢ do typu grip-
potyphosa.

1. 12 badanych szczepéw w obrebie typu grippotyphose wykazalo
prawie jednorodng strukture antygenowsa. Mozna wsréd nich wyodrebnié
dwie grupy o malo réznigcych sie ugrupowaniach antygenowych:

a. Pierwsza grupe reprezentuja szczepy L. 75, L. 88, L. 375, L. 378,
L. 380, L. 611, L.. 710, L. 764 i L. Schlesien. Maja one wspé6lne antygeny
dla szczepéw krajowych oraz dla szczepow wzorcowych Osrodka leptospir
Swiatowej Organizacji Zdrowia w Amsterdamie (Moscow V, Bernkopf).

b. Druga grupe antygenows stanowia szczepy L. 99, L. 379, L. To-
maszow, ktore posiadajg wzor antygenowy identyczny z grupa pierwsza,
ale poszczegolne komponenty wykazuja mniejszg aktywnosé serologiczna,
nie przekraczajgcg 10%.

2. Budowa antygenowa 12 szczepoéw L. grippotyphosa wyosobnionych
w poludniowo-wschodniej Polsce jest blizsza szczepom wystepujacym
na terenie ZSRR (Moscow V, Karnilow) niz innym szczepom wzorcowym
z O$rodka leptospirowego w Amsterdamie (Andaman CH 31 i Duyster).



Analiza receptordéw szczep6w leptospir wyizolowanych... 163

3. Szczepy grippotyphosae L. 88, L. 764, L. 75, L. 375 i L. 710 ze

wzgledu na najbogatszy uklad antygenowy uznaé za serotypy specjalnie
nadajace sie jako antygeny w diagnostyce serologicznej gorgczki blotnej
na terenach potudniowo-wschodniej Polski.
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Prace otrzymano 22 XI 1961.

AHnanuz penentopoB IITAMMOB JIENTOCIIND, BEIAEICHHBIX
B 1oro-eocrouxnoii [loaruae

Peszwome

Marepnanom Jus MCCHEOBAHMI ABMIMCH JBE IPYNNbI UITAMMOB JEIl-
Toctup. Ilepsasa rpynma coctosma u3 11 mrammor Leptospira grippoty-
phosa, BbIAEICHHBLIX B IOrO-BOCTOYHONM wyacT JI:0GaAMHCKOM o6JaacTi, M On-
Horo mramMma u3 Cusmesun. Ko BTOpoOil rpymnime, craplleil CPaBHUTEJIHHO-
KOHTPOJILHOM, OTHOCHMJMCH 5 3TaJIOHHBIX IITamMMoB L. grippotyphosa us
KOJLIeKIMK BeeMupHOJ opraHuM3anmy 34paBOOXPaHEHMA B AMCTepaaMe.
CpaBHuTENLHBIE MCCHENOBAHMA aHTUIEHHON CTPYKTYPBI paccMaTpuBae-
MBIX HITAMMOB MPOBOIMIIMCH IIPM IIOMOILY CJIEAYIOIIMX METOHOB:

1) mepexpecTHOII pearkMeil arrJIOTHHALMM C JKMBBIMM ILITAMMaMM IIO
Metony Bonbda (1854) n Badbyasepwu (1960);

2) peaxrumeit apcopbumy arraoTHHUHOB 1o Metony llrodduepa u B o-
dagpepa (1939), a rakxe merogy Boanws d a (1954).

Ha ocHOBaHMM pe3yJbTATOB, HOJYYEHHBIX € IIOMOIIBIO STUX ABYX pe-
akimit, aBTop oTHOCMT 12 MccilefyeMBIX IITAMMOB K BMAY grippotyphosa
¥ TIPUXOZUT K CJHEAYIOLIMM 3aKJIIOUCHVAM:

1) JIseHasiuaTh MCCHENYEMBIX LITAMMOB Buia grippotyphosc xapakre-
PU3YIOTCA IIOYTH OZHOPOIHOM aHTHUIE€HHOM CTPYKTYpPOi;, CPeAy HUX MOXKHO
BBIZEJIUTE [BE€ TPYIINBI ¢ MAJbIMM aHTUICHHLIMM Pa3JIMuMAMNA:

a) mepByl0 TIpymnmy cocraBisioT wrammer 75, 88, 375, 378, 380, 611,
710, 764, Schlesien. Oun obnagaror OOIMMM AJA OTEYECTBEHHBIX
M 9TANOHHBLIX IITAaMMOB JIENTOCIMPO3HOTO LieHTpa BceMupHo.i opraHusza-
uuy 3ApaBooxpanenua B Amcrepaame (Moskow V, Bernkopf) autu-
reHaMu;

6) KO BTOpPOI aHTUTEHHON rpymre oTHeceHs! mraMmmbl: L 99, 379, Toma-
LIyB, aHTUIEHHAA CTPYKTypa KOTOPBLIX CXOJHA C NEpBO# IPYIIIONA, HO OT-
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JenbHble KOMIIOHEHTBI XapaKTepHM3YIOTCA MEHBIIeH CepOJIOTMYECKON ar-
TMBHOCTBIO, He NpeBsbimaoineir 10%.

2) AnTureHHas CTPyKTypa l12-tu mrammos L. grippotyphosa, Boige-
JIEHHBIX B I0T0-BOCTO4HON Ilossiue Gosee Gsm3Ka LITaMMaM, PaciIpoCTpa-
HeHHBIM Ha Tepputopuu CCCP (Moskow V, KopHwuuaoB), ueM mram-
mam Jlenrocnupo3Horo IeHTpa BeeMupHO opraHmsanum 34paBooXpaHe-
uua B Amcrepaame (Andaman CH 31, Duyster).

3) HIrammer grippotyphosa L. 88, 764, 75, 375 un 710 BcaenctBue 6o-
TaToli aHTIIFeHHOM CTPYKTYpPhI HeoOX0aMMO TIpM3HATHL CEPOTUIIAMM, KOTO-
pble MOXKHO NPUMEHATH B KadeCTBe aHTUTSHOB B CEPOJIOTHMYECKON AMarHo-
cTuke Oe3XKeJTYILIHOIO JENTOCIMPO3a Ha TEPPUTOPUM IOTO-BOCTOYHON
vactu Hogasim.

Puc. 1. Ouary Jenrocnmpo3a Ha rteppuropum Ilonbinu B nepmop 1888—1939 rr.
Pue. 2. Ouaru nenrocnmpo3a na teppuropunu Ilonblin B niepmo;y 1946—1960 rr.
Puc. 3. Peakumsa NepeKpacTHOM ArrJIrOTMHALIMM,

Puc. 4. Peakuusa NepeKpecTHON aAcopbumy arraoTUHMHOB,

Tabn. 1. Peakuusa arrdoTUHALMN.

Analysis of Receptors of Leptospira Strains Iselated
in South-East Poland

Summary

The object of the present investigations were two groups of Lepto-
spira strains. The first group contained 11 Leptospira grippotyphosa
strains isolated in the south-east part of the Lublin voivodeship, and
one strain from Silesia. To the other group belonged 5 standard strains
of L. grippotyphosa from the WHO collection in Amsterdam, which were
used as controls. Comparative investigations on the antigen structure of
the experimental and standard strains were carried out by the following
methods:

1. cross agglutination test with living strains (according to Wolff{,
1954, and to Babudieri, 1960),

2. cross adsorption agglutinin test (according to Schiffner and
Bohlander, 1939, and to Wolff, 1954).

The results of the cross agglutination test and of the cross adsorption
agglutinin test indicate that the 12 Leptospira strains studied should be
included in the grippotyphosa type.

1. The 12 strains studied proved to be of an almost uniform antigen
structure. They can be divided into two groups slightly differing from
one another in their antigenic properties: a) to the first group belong
the following strains: L. 75, 88, 375, 378, 380, 611, 710, 764 and Schlesien.
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They have common antigens for the Polish strains and for the standard
strains of the WHQO Leptospira Centre in Amsterdam (Moscow V, Bern-
kopf). b) To the second antigenic group belong the strains: L. 99, 379
and Tomaszow, whose antigen formula is the same as in the first group,
but whose individual components present a lower serological activity,
which does not exceed 10 per cent.

2. The antigen structure of the 12 L. grippotyphosa strains isolated
in south-east Poland is closer to that of the strains which occur in the
USSR (Moscow V, Karnilow) than to the antigen structure of other
standard strains of the Leptospira Centre in Amsterdam (Andaman CH 31
and Duyster).

3. Because of their rich antigen structure, the grippotyphosa strains:
L. 88, 764, 75, 375 and 710 can be regarded as serotypes, which can be

used as antigens for serological diagnosis of swamp fever in south-east
Poland.
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