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Dotychczasowe roéznicowanie typoéw Vibrio oparte bylo gléownie na
roznicy we wlasciwosciach biochemicznych jak i serologicznych (wigza-
nie dopelniacza, czy powszechnie stosowanej aglutynacji probdéwkowej
i hemaglutynacji), ktéra réznicuje szczepy na glowne typy Vibrio cho-
robotwoérczego czy niechorobotworczego. Jednak z badan Soéderlinda [9]
wynika, ze typy ustalone za pomocg wigzania dopelniacza nie odpowia-
dajg w zupelnosci typom ustalonym za pomocg odczynu aglutynaciji.

Duze trudno$ci sprawiajg szczepy nowo powstate, a raczej dysocjacja
szczepdw (np. Vibrio typ III), szczepy przechodzace z owiec ma bydlo itd.
Najlepsza z dotychczasowych préb — proéba biologiczna wg Adlera [1],
nic nie stracila ze swojej aktualnosci, ale jest prébg zbyt kosztowng do
stosowania w diagnostyice.

Stosowanie metody precypitacji dyfuzyjnej w zelu agarowym wg Ou-
dina [6] lub Ouchterlonego [7], a jeszcze bardziej immunoelektroforezy
wg Grabara [4] lub Scheideggera [8] umozliwilo okreslenie stopnia po-
krewienstwa miedzy serotypami bakterii na podstawie roéznic w zawar-
tosci antygenoéw.

Winter [10], stosujac wyciggi z Vibrio fetus w teScie precypitacji dy-
fuzyjnej w zelu agarowym wykazal, ze istnieje pokrewienstwo antyge-
nowe miedzy szczepami Vibrio fetus — wytwarzajgcymi katalaze, a nie-
ktérymi szczepami katalazo-ujemnymi.

Chaumet i Ahmed [2], réznicujgc szczepy Vibrio fetus precypitacja
dyfuzyjng w zelu agarowym, uzywali antygenéw sporzgdzonych metodg
zamrazania i odmrazania oraz antysurowic, uzyskiwanych na krélikach
‘metoda Mitscherlicha i Liessa [5]. Autorzy otrzymywali ipojedyncze linie
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precypitacyjne, wyrazniejsze przy stosowaniu surowic nierozcienczonych.
Linie precypitacyjne czesto byly wyrazniejsze przy stosowaniu surowic
heterologicznych tzn. pochodzgcych od innych szczepdéw tego samego
typu.

W zwigzZku z powyzszym starano sie przystosowa¢ metode dyfuzji
w zelu agarowym i immunoelektroforezy do diagnostyki nad rozpozna-
waniem szczepoéw Vibrio, izolowanych z ukladu rozrodczego i poronio-
nych plodéw bydia.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto szczepy: Vibrio fetus venerealis, Vibrio fetus interti-
nalis, Vibrio typ III, Vibrio bubulus.

ANTYGENY DO PRECYPITACJI W ZELU AGAROWYM I ELEKTROFOREZY

Antygeny do precypitacji wykonano z przedstawicieli odpowiednich
typéw (oznaczonych na podstawie badan biochemicznych i aglutynacji),
ze szczepdw najbardziej charakterystycznych dla danego typu, oddzielnie
z kazdego szczepu.

Antygeny ze szczepéw wykonano dwiema metodami. W pierwszej me-
todzie, spluczyne hodowli (formy gladkie) z plytek Petriego trzykroinie
przemytej 0,85-procentowym wroztworem NaCl, po odwirowaniu przy
3500 obr/min przez 30 min, poddawano dzialaniu wody podwoéjnie desty-
lowanej w stosunku: 100 mg masy bakteryjnej na 1 ml wody, w temp.
+4°C przez 48 godzin, czesto wstrzasajac, nastepnie wirowano [przy
16 000 obr/min przez 20 minut. Klarowny ptyn znad osadu stanowil pre-
cypitynogen.

W drugiej metodzie wstepne postepowanie jak wyzej, a nastepnie do
100 mg masy bakteryjnej dodawano 1 ml wody podwdjnie destylowanej
i 30 razy zamrazano w suchym lodzie i odmrazano w }azni wodne]
w temp. 37°C. Material zamrazano na 12 godz nocnych, w ciggu dnia
6-krotnie odmrazano i zamrazano. Wirowano przy 16 000 obr/min przez
20 minut. Klarowny plyn znad osadu stanowil precypitynogen. Oba an-
tygeny przetrzymywano w temp. —20°C.

SUROWICE DIAGNOSTYCZNE

Szczepiono dozylnie kroéliki spluczyng hodowli Vibrio w 0,85-procen-
towym roztworze NaCl o gestosci 2 wg skali McFarlanda, wzrastajgcymi
dawkami od 0,2 do 2,0 ml w odstepach 4-dniowych.

Przy szczepieniu domieSniowym wyciggéw z Vibrio w ilosci od 0,1
do 0,3 (trzykrotnie) uzywano adiuwanta Freunda.
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Surowice otrzymywano: 1) zaszczepiajac kréliki zywa hodowlg kilku
szczepow danego typu, 2) hodowls kilku szczepéw danego typu i doszcze-
piajagc wyciggami uzyskanymi metodg pierwszg i druga. Okres uodpar-
niania wynosit 6-8 tygodni. Kréliki skrwawiano po 10-12 dniach od ostat-
niej iniekeji i przy wysokos$ci miana aglutynacyjnego od 5120 do 10 240.
Wszystkie surowice konserwowano przez dodanie metriolatu.

Precypitacje w zelu agarowym wykonano metoda Ouchterlony, uzy-
wajac 1,5-procentowego roztworu Difco-Noble. Agar rozlewano na szkiel-
ka podstawowe o wymiarach 7,5X25 cm w ilo$ci 6 ml agaru oraz nha
szkietka wigksze o wymiarach 10,5X4,5 cm w ilosci 15 ml agaru.

Baseniki wycinano sztancg o $rednicy 0,5 i 0,8 mm na odpowiednim
szablonie.

Surowice rozlewano w iloSci po 0,1 ml do mniejszych basenikow
i 0,2 ml do wiekszych, antygen odpowiednio po 0,01 i 0,02 ml. Po za-
stygnigciu agaru, dna otworéw w celu unikniecia podsigkania antygenow
pokrywano cienka warstwa rozpuszczonego 1,5-procentowego agaru. Po
nastawieniu odczynu ptytki umieszczano w komorach wilgotnych w temp.
+25°C, co zapobiegato wysychaniu zaréwno podloza jak i ptynéw reagu-
jacych. Obserwacje prowadzono przez okres 7 dni, kontrolujgc wyniki
2 razy dziennie.

Do odczynu precypitacji stosowano surowice nierozciehiczone jako
dajgce najwyrazniejsze prgzZki precypitacyjne.

W celu sprawdzenia swoisto$ci odczynu stosowano precypitacje przy
uzyciu surowic diagnostycznych i spluczyne 0 85—pr0centowego NaCl
z plytek Petriego, bez wzrostu Vibrio.

Immunoelektroforeze w zelu agarowym wykonano uzywajac mikro-
metody wg Scheideggera [8]. Stosowano 5-procentowy roztwér agaru
Difco-Noble w buforze weronalowym o skladzie:

1) 5,5 veronal sodu — 10,305 g,
woda redestylowana — 1000,0 ml;
2) 5,5 veronal -— 5,183 g,
woda redestylowana -— 1000,0 ml.

Bufor konserwowany by} metriolatem w stezeniu 1: 10 000. Agar roz-
lewano na szkieltka podstawowe w ilosci 6,0 ml, po zastygnieciu agaru
wycinano sztancg 1 lub 2 baseniki o $rednicy 0,5 cm. Odleglos¢ miedzy
- dwoma basenikami wynosila 0,8 cm. Na konce szkietka z agarem (ok.
0,5 ¢cm) nakladano paski bibuly Wattman 3 i zanurzano konce w buforze
o tym samym skladzie. Po mnalaniu do basenikéw antygenow w ilosci
0,02 ml dodawano po 1 kropli agaru na powierzchnie antygenu w celu
catkowitego wypelnienia basenika i jego przykrycia. Przeprowadzono roz-
dzial elektroforetyczny: 4,5 godz przy napieciu 220 Volt i spadku napie-
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cia 4-5 V/cm. Elektroforeze przeprowadzono na aparacie do immuno-
elektroforezy produkcji PPF Wroctaw typ EF1. Komore aparatu przero-
biono przez zastosowanie elektrod platynowych. Po rozdziale elektro-
foretycznym wycinano podiuzne baseniki na surowice o wymiarach
6X3 cm.

Szkietka z agarem przetrzymywano w komorze wilgotnej (temp. 18°C).
Linie precypitacyjne obserwowano przez 4 doby 2 razy dziennie. Po roz-
winieciu sie lukow precypitacyjnych szkietka z agarem moczono 3-4 dni
w plynie fizjologicznym, zmienianym dwa razy dziennie az do catkowi-
tego wyplukania w nim nadmiaru nie zwigzanej surowicy lub antygenu.
Suszono w temperaturze pokojowej (pod bibulg) i barwiono azokarminem
wg Uriela [4]. Podobnie postepowano przy szkielkach z agarem (precy-
pitacja i elektroforeza) z tym, ze te preparaty byly uprzednio utrwalone
w 2-procentowym roztworze kwasu octowego.

Ze wzgledu na rézny poziom przeciwcial, wystepujacy w surowicach
uzytych do doswiadczenia, porownywano jedynie wyniki uzyskane z tg
samg surowicg i ré0znymi wyciggami antygenowymi.

Precypitynogeny uzyskane metodg pierwszg i drugg ze szczepéw z an-
tysurowicami, zar6wno peinymi przeciw zywej komorce bakteryjnej jak
i doszczepianymi wyciggami uzyskanymi obu metodami, reagowaty w tes-
cie precypitacji rézng ilcscig linii precypitacyjnych.

W immunodyfuzji w zelu agarowym prazki ukladaly sie w charax-
terystyczny sposob: po 18 godz pojawial sie z reguly prazek pierwszy —
wyrazny, lezgcy mniej wiecej w polowie drogi miedzy basenikami z su-
rowicg 1 antygenérm, najczesciej troche blizej basenika z surowicg. Row-
niez po 18 godz tworzyl sie prazek drugi, wyrazny, lezgcy w polowie
drogi miedzy basenikami, znajdowal sie on zawsze miedzy prazkiem
pierwszym a basenikiem z antygenem. Oba prgzki intensywnie wybar-
wialy sie azokarminem. Prazki nastepne wystepowaly miedzy 2 a 4 dniem.
Prazek trzeci slabiej wyrazony lezal miedzy prazkiem drugim a base-
nikiem z antygenem. Prazki czwarty, piaty i szosty wystepowaly miedzy
2 a 4 dniem i zmienna liczba prazkéw precypitacyjnych obejmowala
przede wszystkim te wlasnie prazki; odnosilo sie to szczegdlnie do pre-
cypitacji z surowicami uzyskiwanymi po doszczepieniu.

Charakterystyczny prazek wystepowal rowniez w obecnosci surowic
pelnych bez doszczepienia z homologicznym antygenem, ale uzyskanym
metodg drugy; byl to prazek gruby, pélksiezycowaty, lezgcy tuz przy
baseniku z surowicg.

W tabeli 1 przedstawiono wyniki precypitacji w zelu' agarowym wy-
ciggow uzyskanych ze szczepoéw metodg pierwszg i drugg z surowicami
pelnymi, przeciw calej komorce bakteryjnej.

Szczepy patogenne V. fetus verenealis reaguja 2 prazkami precypita-
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_ Tabelal
Odczyn precypitacji w zelu agarowym metoda Ouchterlony z surowicami [7]
Surowice*
. Vibrio Vibrio _
Wyciag antygenowy  Metoda fexgis fetus Vibrio Vibrio

venerealis  intestinalis P IIT  bubulus

Vibrio fetus I 2k 1 (1) -—
venerealis II 2 1 1) 1)
Vibrio fetus I (1) 1-2 1 (1)
intestinalis II 1 1-2 1-2 ¢))
Vibrio typ II1 I 1 1 1-2 (1)
: II 1 1 2 (1)

Vibrio bubulus I — (1) (1) 1
11 - 1) (1) 1-2

(1) — slad prazka precypitacyjnego.
* Surowice przeciw calej komorce bakteryjnej (bez doszczepiania wyciagami).
** Wyniki dodatniej precypitacji wyrazono liczbg lini precypitacyjnych.

cyjnymi, natomiast wyciagi z tych szczepéw uzyskane metodg drugg z su-
rowicami homologicznymi, jak i w krzyzowej precypitacji miedzy nimi
dajg po trzy prazki (rys. 1).

0,

Rys. 1. Precypitacja w zelu agarowym; A — antygen Vibrio fetus venerealis, B —
surowica anty-Vibrio bubulus, C — surowica anty-Vibrio fetus vemerealis

Vibrio fetus intestinalis z surowicg homologiczng daje 1-2 prazki pre-
cypitacyjne; identycznie zachowuje si¢ z surowicg anty Vibrio typ IIL

Vibrio typ III, slabszy w odczynie precypitacji, z reguly daje po jed-
nym, czasami po dwa prazki z surowicami przeciw szczepom patogennym
bydlecym, jak réwniez z surowicg homologiczng w metodzie pierwszej.
Najlepiej reaguje z homologiczng surowicg i wyciggami uzyskanymi me-
todg drugs, dajac stalg liczbe 2 prazkow.

Wyciagi z Vibrio bubulus bydlecego dajg z surowicami homologiczny-
mi 1-2 prazki, z pozostaltymi surowicami heterologicznymi wykazuja Sla-
dy pierwszego prazka precypitacyjnego.
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W odczynie precypitacji w zelu agarowym przy uzyciu wyciggoéw
uzyskanych metodg pierwszg i druga oraz surowic po doszczepieniu wy-
ciggami uzyskanymi metodg pierwszg i drugg wystepuje zwiekszenie licz-
by prazkéw precypitacyjnych, szczegblnie wsrod szczepéw patogennych.

Jak wykazuje tabela 2, wyciaggi z V. fetus verenealis z antysurowica-
mi przy metodzie pierwszej dajg 4 prazki, przy metodzie drugiej stals
liczbe 5 prazkow.

Tabela 2
Odczyn immunoprecypitacji w zelu agarowym metoda Ouchterlony [7]
Surowice*
Vibrio fetus Vibrio fetus Vibrio Vibrio
Wyciagi antygenowe ~ Metoda venerealis intestinalis typ III bubulus
I I I II I 11 I II
Vibrio fetus I 4%x* 4 (1) ¢ — —_ —_— —
venerealis 11 4-5 5 (1) 1 1 1-2 — €9
Vibrio fetus I €9 ¢)) 2 2 1-2 1-2 — (1)
intestinalis II 1-2 1-2 2 3 2 2 €9 (1)
Vibrio typ 111 I 1 1 1 1-2 2 2 CO NS
11 1-2 1-2 1-2 2 2-3 23 (1) (@)
Vibrio bubulus I —_ — — Q) . — a1 1-2 2
11 —_— ¢)) - — 1 1 1-2 2

(1) — slad linii precypitacyjnych.

* Surowice uzyskane na krolikach drogg uodporniania calymi komérkami oraz wyciggami uzyskanymi z Vibrio
metoda Ii II.

** Wyniki precypitacji dodatniej wyrazono liczba lukéw precypitacyjnych.

BADANIA PRZY POMOCY IMMUNOELEKTROFOREZY

Fuki precypitacyjne, tak jak i w immunodyfuzji, ukladaly sie w dos¢
charakterystyczny sposob: tuk pierwszy pojawil sie po 18-20 godz w wy-
ciggach ze wszystkich szczepoéw (w obu metodach) z surowicami swoisty-
mi i heterologicznymi oraz we wszystkich krzyzowych precypitacjach
z surowicami heterologicznymi, przy czym jego intensywmno§é (w bar-
wieniu azokarminem), diugo$é¢- i grubo$§é zmieniala sie. Lezal on w po-
towie miedzy basenikiem z antygenem i surowicy, lekko przesunigty
w strone elektrody dodatniej; byl to majdiuzszy z uzyskanych tukéw.
Przed uplywem 24 godz pojawial sie z reguly tuk drugi, lezacy po stronie
anody, zawsze ponad tukiem pierwszym i o polowe od niego krotszy.

Jak wynika z tabeli 3 i 4, w odczynie immunoelektroforezy przy uzy-
ciu wyciaggéw uzyskanych metods pierwsza i druga, i surowic pelnych
bez doszczepiania jak i doszczepianych wyciggami uzyskanymi metodami
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Tabela 3
Liczba lukéw precypitacyjnych w odczynie immunoelektroforezy
wg Scheideggera [8]
§ Surowice*
Wyciagi antygenowe ~ Metoda I;"Itm"’ I;'.bﬁo Vibrio  Vibrio
’ etus etus
o, venerealis  intestinalis  YP I bubulus
Vibrio fetus I 2%% 2 1 —
venerealis 1I 2-4 3 1-2 (1)
Vibrio fetus I 2 3 1-2 (1)
intestinalis II 2 3-4 2 €9
Vibrio typ 111 I 1 1 2 (1)
II 1-2 2 2 1
Vibrio bubulus I (1) (1) (1) 1
II ¢)) ¢)) 1 1-2
(1) — $lad prazka precypitacyjnego.
* Surowice przeciw calej komérce bakteryjnej (bez doszczepiania).
** Wyniki dodatniej precypitacji wyrazono liczbg lukéw precypitacyjnych.
Tabela 4
Odczyn immunoelektroforezy wg Scheideggera [8]
Surowice*
L. Vibrio fetus Vibrio fetus Vibrio Vibrio
Wyciagi antygenowe  Metoda venerealis intestinalis typ III bubulus
I II I II I II I 11
Vibrio fetus I Sk% 5 3 3 2-3 23 — —_—
venerealis 11 5-6 7-8 3 3 3 3 — ¢))
Vibrio fetus I 3-4 3-4 3 4 3 3 — ¢))
intestinalis II 4 4 4 4 34 34 — (1)
Vibrio typ 111 I 2 2 3 3 3 34 (1) @
II 2 3 3 3 3-4 4 1 @
Vibrio bubulus I —_— —_ sy — (1) 1y 12 1-2
11 — ¢)) — 1) (1) 1 12 2-3

(1) — $lad linii precypitacyjnej. ‘ . . ! .
* Surowice uzyskane na krélikach droga uodparniania calymi komérkami orsz wyciggami uzyskanymi metod g

IiIl

** Wyniki dodatniej immunoelektroforezy wyrazono liczbg lukéw precypitacyjnych.

16 — ZPPNR z. 196
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pierwszg i drugg, w stosunku do odczynu precypitacji w zelu agarowym
przy tym samym skladzie (reagentéw) wystepuje zwigkszenie ilosci pragz-
koéw, zwanych tukami precypitacyjnymi, od 1 do 2.

Podobnie jak w immundyfuzji zelowej, wystepuje i w tej metodzie
roznica w ilos$ci lukéw precypitacyjnych miedzy szczepami patogennymi
i niepatogennymi. Wyciggi ze szczepdéw Vibrio fetus venerealis z suro-
wicami homologicznymi wytwarzajg 2-4 lukéw precypitacyjnych, nato-
miast wyciagi te z surowicami przeciw szczepom niepatogennym Vibrio
bubulus nie wykazujg zadnych lukow lub Sladéw pierwszego (rys. 2).

s B
m‘_—\
Rys. 2. Immunoelektroforeza w zZelu agarowym; S — surowica anty-Vibrio fetus
venerealis, A; — antygen z Vibrio fetus venerealis, A, — antygen z Vibrio fetus
intestinalis

Jak z powyzszych danych wynika, réznicowanie szczepéw Vibrio fetus
venerealis od Vibrio bubulus nie napotyka na duze trudnosci, gorzej
przedstawia sie réznicowanie szczepéw posrednich jak Vibrio fetus in-
testinalis lub Vibrio typ III. Wyniki te zgodne sg z uzyskanymi przez
Chaumeta i Ahmeda [2]. Za swoistoscig odczynéw uzyskanych w obu me-
todach moze $wiadczyé pokrywanie sie wynikéw uzyskanych w samej
precypitacji zelowej, jak i1 immunoelektroforezie. Wyniki te zgodne s3
z pracami Wintera [10], ktory uzyskiwal wyciggi ultradzwickowe oraz
zamrazane, formujgce w precypitacji zelowej 3 grupy linii precypita-
cyjnych.

Reasumujac, wydaje sie, ze do diagnostyki bardziej przydatng moze
sie sta¢ metoda pracypitacji zelowej, jako prostsza miz immunoelektro-
foreza.

Sam odczyn precypitacji dyfuzyjnej w zelu agarowym daje wigksze
mozliwosci analityczne niz precypitacja probowkowa w $rodowisku ptyn-
nym. Mozna bowiem za jego pomocg badaé réwnoczesnie szereg syste-
méw antygen—przeciwcialo, w przeciwienstwie do odczynu precypitacji
probowkowej, ktéry uwidacznia tylko system cechujacy sie najwieksza
aktywnoscia.
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A. Buavkow

IMPUTOOHOCTE MMMVYHOIIPEIUIIUTALIMM M UMMMYHODRJIEKTPODOPE3A
B INPPEPEHIIMPOBAHVIM TUIIOB VIBRIO

PezwmMme

B cooTBeTCTBYIOLUMX MCCJIENOBAHMAX MCIOJB30BbIBANM AKTUBHbIC BBITHXKKM, II0-
JYYEeHHBbIe II0 METOZAbl BOAHOM SKCTPAKIIMM UM 3aMOpPamXMUBaHUA., OTM BBITAXKU ObIIM
IIpeaCcTaBUTEIbHbIMM AJA TATOTeHHBIX IUTaMMOB Vibrio fetusS y1 HenaTOreHHBLIX ILITAM-
MoB Vibrio bubulus, moABaAIMXCA B IIOJOBOI CMUCTEME KPYITHOI'O POTATOTO CKOTA
B Ilosbiue. B mccaenoBaHMAX NPMMEHANM METON IPELMIMTALMM B JKeJle COCTaBJIeH-
HOM ITO YXTepJIoHM M MMMYyHo3JekTpodopesa no Ileiigerrepy.

JuarHo3uyecKye ChIBOPOTKM IIPOTMB AQHTUIE€HHBIX BBITAXKEK ObLIM NHOJY4YE€HBI HA
Kpoaukax. JAnddy3noHHaa npeuunIMranmusd M MMMYHOJIEKTpodopes rokKasalau ce-
poJIOrMYecKoe POACTBO MEXJAY IIaTOTeHHLIMM IuTamMMmamy Vibrio fetus. YcTaHOBJIEHBI
3HAYNUTENbHbIC Pa3JNUMA B KOJMYECTBE NPELMIMTALMOHHBIX IIOJIOC MEXKAY llTaMMaMi1
Vibrio fetus u Vibrio bubulus.

YeTaHOBJIEHO, YTO JKeJeBad NpeuIMTanuusa KakK 0oJiee IpocTadA MOXKET OKa3aTbTA
TIIPUMTOAHBIM MeTonoM B AucdbepermpoEanny wWTaMMoB Vibrio, 0cOGEHHO ITaTOr€HHbIX
3aMopaxkMBaeMble BBITAXKKM OKazaauch 6ojee MPUrOAHBIMM AJA IIPEIUIIMTalNM, YeM
BBITAXXKM II0JyYeHHbIE TIO MEeTOAY BOJHOM SKCTPaKLIMM.

A, Wilkosz

USEFULNESS OF IMMUNOPRECIPITATION AND IMMUNOELECTROPHORESIS
FOR DIFFERENTIATION OF THE VIBRIO TYPES

Summary

For the present antigenic extracts obtained by water extraction and freezing
were used. These extracts represented pathogenic strains of Vibrio fetus and non-
-pathogenic ones Vibrio bubulus, isolated from bovine genitals in Poland. The
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methods of Ouchterloy (precipitation in gel) and Scheideggers (immunoelectro-
phoresis) were used.

Diagnostic sera against antigenic extracts were obtained on rabbits. Both
methods showed a serological relationship between the pathogenic strains. Signi-
ficant differences have been found between strains of V. fetus and V. bubulus
in the number of precipitation lines. The gel precipitation, as a simpler method
might be used for differentiation of pathogenic and mon-pathogenic strains. Frozen
extracts proved to be more suitable for precipitation than liquid extracts.



