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Badania doSwiadczalne nad mechanizmem
dziatania leczniczego bruceliny PS

AKcCnepUMEHTANbLHBIE WCCNEHOBaHRA HAL MEXAHHU3IMOM
neyebuoro peicrana Gpyuennuna PS

Experimental Investigations on the Mechanism
of Therapeutic Action of Brucellin PS

Leczenie brucelozy ludzi wymaga jeszcze dalszych badan.
Wprowadzenie antybiotykéw do leczenia tego schorzenia stanowi
powaziny postep. Nasze poprzednie badania wykazaly, ze najbar-
dziej skutecznym przeciw brucelli antybiotykiem jest aureomycyna,
mato jej ustepuje streptomycyna, a chloromycetyna okazala sie
stabszg w dzialaniu w stosunku do poprzednich. Antybiotyki stosu-
je sig tacznie ze sulfadiazyng. Tego rodzaju leczenie daje konkretny
efekt w postaci znikniecia goraczki, poprawy stanu ogolnego, az
do powrotu normalnego samopoczucia u chorego. Jednakze nie
zawsze oznacza to pelne wyleczenie. Brucella, chronigc sie przed
antybiotykami, kryje sie w trudno dostepnych uchytkach ukiadu
$rodbtonkowo-siateczkowego. Tu tkwi przyczyna nawrotow bruce-
lozy oraz przewleklych zmian patologicznych, ktoére okresla sie
nazwg para- i metabrucelozowych. Zmiany te wystepuja w watro-
bie, w $ledzionie, w kosciach i stawach, stajagc sie po pewnym
czasie nieodwracalnymi. Dlatego tez wysitki leczenia brucelozy
zZmierzajg w tym kierunku, aby nie dopusci¢ do nawrotow, ani tez
do zmian przewlektych, prowadzacych nawet do stanéw inwalidz-
twa. W tym celu stosuje sie wakcynoterapie. Do wakcynoterapii
uzywa sig roznych preparatow w réznych stezeniach oraz réznych
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drég ich wprowadzania. UZywane sa szczepionki z wtasnych szcze-
pow (autoszczepionki) i szczepionki poliwalentne. Jedne preparaty
zawieraja nienaruszone komorki bakteryjne, inne rozbite komor-
ki, wzglednie ekstrakty komoérkowe, zawierajace aktywne substan-
cje antygenowe (Zdrodowski, Harris, Huddleson). Jed-
ne szczepionki zawierajg nie wiecej jak 30—50 milionéw w 1 ml,
inne zawierajg miliardy bakterii. Niektorzy zalecajg szczepionki
$rédskoérnie i podskornie, inni, pragnac uzyska¢ ostre odczyny po-
szczepienne az do wstrzaséOw wlacznie, stosuja szczepionki dozyl-
nie.

W przypadkach ostrych i przewleklych zaczynamy lecze-
nie od uderzenia przy pomocy streptomycyny wzglednie aureomy-
cyny i sulfadiazyny wedlug nastepujgcego schematu: streptomycy-
na co 6 godzin po 0,5 g w ciggu siedmiu dni, oraz sulfadiazyna
w pierwszej dawce 4 g a potem co 4 godziny po 1 g, w ciagu
okolo dwéch tygodni. — Aureomycyne zalecamy: 3 g na dobe,
w czterech dawkach po 750 mg co 6 godzin. Wakcynoterapie przy
pomocy bruceliny stosuje sie w przypadkach ostrych (razem z an-
tybiotykami lub po zakonczeniu kursu antybiotykow) i przewle-
ktych. Produkujemy dla klinik dwa rodzaje alergenéw: bruceli-
ne PS i brucelineg PD.

Technika produkcji bruceliny PS: szczepy Brucella aborlus bovis namnaza
sie na flaszkach Roux z pozywka agarowa pH 7.2, w cieplarce przy 37° C;
po 72 godzinach wykonuje sie spluczyne jalowg woda destylowana. Otrzymang
zawiesing poddaje sig¢ 30-tokroinemu zamrazaniu i tajaniu celem nozbicia bakterii.
Nastepnie dodaje sie¢ do spluczyny fenolu w ilosci 0,5%%. Wreszcie spluczyne
bakteryjng wraz z fenolem wstawia sie do lazni wodnej o temperaturze 60° C
na przecigg 30 min. i kontroluje sie na jalowosc.

Technika produkcji bruceliny PD: zawiesine bakteryjng (okoto 4 miliar-
déw bakterii w 1 ml) otrzymana w ten sam sposéb co brucelina PS poddaje

sie dzialaniu ultradzwiekow w ciggu 90 min. przy czestotliwosci drgan 1060 KHZ
i temperaturze 55° C., Otrzymang bruceling nazwano bruceling PD.

Badania poréwnawcze nad wlasnoscig alergenowa bruceli-
ny PS i PD dadza sie stresci¢ nastepujgco: brucelina PS nadaje
sie najlepiej do testu Burneta u ludzi wtedy, gdy zawiera w 1 ml
3 miliardy bakterii. Jest to stezenie konieczne do otrzymania jas-
nego, bardzo wyrainie zaznaczonego wyniku, przy czym jednak
zdarzajq sie wypadki dzialania toksycznego, manifestujgce sie
objawami miejscowymi i ogélnymi. Brucelina PD nadaje sie naj-
lepiej do testu Burneta juz w koncentracji 750 milionéw drobnou-
strojow w 1 m], to jest w czterokrotnym rozcienczeniu. Ma te wyi-
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szo$¢ nad bruceling PS, ze nie daje objawow toksycznych i daje
sie¢ szybciej, latwiej i taniej produkowad.

Zeby wyjasni¢ mechanizm dziatania leczniczeg‘o
preparatu brucelinowego, wykonano nastepujgce do$wiadczenia:
18 krélikow (wiek 6 miesigecy, waga przecietna 2,5 kg) poddano
badaniom na nosicielstwo brucelli. Jak wskazuje rubryka 2 Tabeli,
u wszystkich krolikéw odczyn Wrighta i odczyn wigzania dopelnia-
cza w kierunku brucelozy daly wyniki ujemne. Stwierdziwszy,
ze wszystkie kroliki sg wolne od brucelozy, zaszczepiono
je 16.VI.1951 r. dootrzewnowo, wprowadzajgc 0,2 ml zawiesiny
Brucella abortus bovis Nr 47 i 80; sg to szczepy zjadliwe. 26.VL
1951 1. pobrano od wszystkich kréolikow krew i wykonano odczyn
Wrighta i odczyn wigzania dopelniacza. Wyniki tego badania
przedstawia rubryka 3. U wszystkich krolikow oba odczyny wy-
padly dodatnio. Dnia 6.VII.1951 r. wykonano u wszystkich kroli-
kow odczyn Burneta. Wyniki tej proby sa przedstawione w rubry-
ce 4. Jak wida¢, niektore kroliki zareagowaty na bruceline dodat-
nio, wiekszo$¢ zas stabo dodatnio. Pochodzi to stad, ze jak to wy-
jasnialiSmy w poprzednich pracach, w poczatkowych okresach
zakazenia brucella odpornos$¢ wyrazana jest gtéwnie serologicznie
i wtedy najwyrazniej zaznaczaja sie odczyny serologiczne. W poz-
niejszych okresach brucelozy zanikajg przeciwciala, wygasaja od-
czyny serologiczne, a odpornosé¢ srédzakazna wlasciwa dla bruce-
lozy zarysowuje sie coraz wyrazniej, manifestujgc sie dodatnimi
odczynami Burneta. Nastepnie krolikom Nr 7, 9, 10, 11, 13, 14, 15,
16, 17 i 18 podawano po 15 zastrzykow bruceliny PS. Kroliki
Nr 8 i 12 padly na skutek pasteurelozy. Kroliki Nr 1, 2, 3, 51 6
zachowane byly jako kontrola (rubryka 5 Tabeli).

Dnia 29.XI1.1951 r. wykonano u wszystkich krolikow odczyny
Wrighta i odczyn wigzania dopetniacza, co przedstawia rubryka 6.
U krolikow kontrolnych zauwazono spadek miana aglutynacji
z 1/400 do 1/200, 1/100, 1/50. Odczyn wigzania dopelniacza wypadt
w dalszym ciggu dodatnio. Potwierdza to stuszno$¢ naszego stano-
wiska, zalecajgcego stosowanie odczynu wiazania dopelniacza jako
uzupeinienie odczynu Wrighta. Nasza codzienna praktyka rozpoz-
nawcza potwierdzila stusznos¢ tego pogladu. Odczyn wigzania do-
petniacza jest czulszym odczynem od aglutynacji i u czlowieka
powinien by¢ zawsze stosowany. U krélikow traktowanych bruce-
ling otrzymano znacznie nizsze miana serologiczne: od 1/100 (kro-
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lik Nr 13) do 1/200 (Nr 9), 1/800 (Nr 14, 17, 18) i 1/1600 (Nr 10, 11,
15, 16). Jak widaé¢, zastrzyki brucelli podniosty (cho¢ nie u wszyst-
kich krélikow, co zalezy od wlasciwosci osobniczych) poziom prze-
ciwcial. W zwigzku z tym nasuwa sie pytanie: czy oznacza to
zwiekszenie odpornosci i czy ulatwia to ustrojowi niszczenie bru-
celli. Zeby odpowiedzie¢ na to, pobrano surowice krwi od kréli-
kéw zakazonych brucellg i hiperimmunizowanych (patrz rubryka 9
Tabeli). Zadna z surowic nie wykazata dzialania bakteriobéj-
czego w stosunku do brucelli. Przemawia to za tym, ze wzrost
miana aglutynacyjnego surowicy, bedacy wyrazem nagromadzenia
swoistych przeciwciat w surowicy krwi, nie odgrywa wiekszej
roli w zwalczaniu zakaZenia. Taka surowica dziala w praktyce
dodatnio na przebieg zakazenia brucella i jest czasem stosowana.
Surowica przeciw brucelozie dziala odtruwajgco (przeciwciata anty-
toksyczne), dziala precypitujaco na frakcje wielocukrowe brucelli
(powstate na skutek rozpadu bakterii) i przy pomocy przeciwciatl
typu opsonin i bakteriotropin pobudza fagocytoze. Pobudzenie
fagocytozy ma zasadnicze znaczenie dla zniszczenia brucelli
w ustroju.

Dnia 12.X.1951 r. wykonano u wszystkich krélikéw odczyn
Burneta (rubryka 7). Odczyn ten wypadl dodatnio u krélikéw kon-
trolnych (Nr 1, 2, 3, 4, 5, 6), natomiast zupelnie inaczej wypadl
on u krélikow traktowanych bruceling PS. U kroélikow Nr 11, 13,
14, 15 i 18 odczyn Burneta wypadl ujemnie, u pozostalych kroli-
kow oceniono odczyn jako conajmniej watpliwy. Zeby przekonaé
sie o swoistosci tego odczynu i wykluczyé mozliwo$¢ nieswoistego
uczulenia alergicznego, wykonano u wszystkich krolikow tuber-
kulinizacje (rubryka 8). Odczyn ten wypadt u wszystkich krélikéw
ujemnie. Doswiadczenie powyzsze wskazuje wyraznie na dzialanie
desenzybilizacyjne bruceliny PS. Desenzybilizacja jest
zjawiskiem pozgdanym w leczeniu brucelozy, zwlaszcza jej postaci
przewleklych. W postaciach przewleklych brucelozy powstaja
Zzmiany patologiczne w stawach i kosciach, w narzgdach wewnetrz-
nych na tle uczulenia organizmu na substancje alergenowe zawarte
w komoérce baktervjnej brucelli. Dzieki dzialaniu odczulajgcemu
bruceliny nastgpuje zlagodzenie istniejgcych objawdéw uczulenio-

“wych i zapobieganie wystepowaniu nowych objawow.

U wszystkich krolikéw obliczono indeks fagocytarny wedlug nastepujacej

metody: do probowek uprzednio parafinowanych wlewa sie 0,05 ml 10%-wego
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cytrynianu sodu, nastgpnie dodaje si¢ 1 ml krwi i wstrzasa sie; potem dodaje
sig 1 ml zawiesiny 2—4 dniowej hodowli Brucella abortus bovis, po uprzednim
ustaleniu, czy jest to faza ,,S” czy ,R”. Calo$¢ wstrzasa sie i wstawia na laznie
wodng o temperaturze 37° C na 30 min, przy czym konieczne jest czgste
wstrzgsanie (przynajmniej co 5 minut). Nastepnie robi sie preparaty mazane
na szkietkach podstawowych szlifowanych i dobrze odtluszczonych. Po wy-
schnieciu preparaty utrwala sie alkoholem metylowym przez 5 minut, sptukuje
wodg i barwi blekitem toluidyny przez 20 minut. W ten sposob przygotowane
preparaty oglgda sie pod mikroskopem, obliczajac ilos¢ bakterii w 25--100 leu-
kocytach,

U krolikéw kontrolnych zanotowano nastepujgce cyfry indek-
su fagocytarnego: 8,2: 10,2: 14,04: 24,8: 39,2: (rubryka 10, 11, 12, 13);
u krolikéw traktowanych bruceling indeks fagocytarny osiagnal
cyfry daleko wyzsze: 19,9: 28,5: 30,04: 43,4: 48,3. Z doswiadczenia
tego wida¢, ze wprowadzenie bruceliny PS powoduje powainy
wzrost indeksu fagocytarnego. Jezeli wzigé pod uwage to,, ze fago-
cytoza jest glownym elementem niszczenia brucelli, a wiec podsta-
wowym elementem odpornos$ci, to trzeba uzna¢ fagocytarne dzia-
fanie lecznicze wielokrotnie powtarzanej bruceliny PS za doswiad-
czalnie stwierdzone i wysoce pozyteczne dla terapii brucelozy.
Aby przekonaé sie o swoistosci dzialania bruceliny na zwigksze-
nie Zzernosci komoérek w stosunku do brucelli, wykonano jeszcze
trzy doswiadczenia. Obliczono indeks fagocytarny u trzydziestu
krolikéw zakazonych gruzlica (typ bydlecy pratka gruzlicy) i rea-
gujgcych na tuberkuline dodatnio. Uzyskano cyfry podobne do tych,
jakie zanotowano w grupie krélikéw kontrolnych Nr 1, 2, 3, 4,
5 1 6 (Tabela), a wiec zakazonych brucellg i nie traktowanych
potem bruceling.

Drugie do$wiadczenie polegalo na skontrolowaniu 30 krélikow
wolnych od brucelozy i gruzlicy. indeks fagocytarny wahat sie
u nich w granicach od 2,76 do 6,4.

Doswiadczenie trzecie wykonano na trzech krolikach wolnych
od brucelozy i gruzlicy. Kroliki te karmiono w ciggu 12 tygodni
mlekiem zawierajacym zabite brucelle (500 milionéw w 1 ml)
Okresowe badania serologiczne nie wykazaly w zadnym wypadku
ani dodatniego wyniku odczynu Wrighta, ani tez odczynu wiaza-
nia dopelniacza. Indeks fagocytarny byl w stosunku do krélikéw
normalnych nieco zwiekszony (6,6—8,6).
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Stwierdzono, ze wielokrotnie powtarzana brucelina PS stosowana
podskornie i $rédskdrnie dziala leczniczo w przebiegu zakaZenia
brucelly. Mechanizm dzialania bruceliny opiera si¢ na dziataniu
trzech elementéw, ktérymi sa:

a) desenzybilizacja ustroju uczulonego na produkty rozpadu
brucelli;

b) wzmozenie czynnosci zernej komoérek uktadu siateczkowo-
srédbtonkowego;

c) wzrost przeciwcial bioracych udzial w odczynie Wrighta
i odczynie wigzania dopetniacza.

Znaczenie lecznicze elementu trzeciego wymaga dalszych
badan. Surowica zwierzat traktowanych wielokrotnie bruceling nie
ma wlasciwosci brucellobojczych. Wzrost zernosci komérek wigze
sie niewatpliwie ze wzrostem przeciwcial typu opsonin, co jest
wynikiem dziatania wielokrotnie stosowanej bruceliny. Badania
kontrolne wykonane na krélikach normalnych wykazuja niskie
cyfry indeksu fagocytarnego. Badania wykonane na krélikach
gruzliczych wskazujg na to, ze toczgcy sie aktywny proces gruzli-
czy zwieksza nieswoiscie indeks fagocytarny w stosunku do bru-
celli. Wynika to z pewnego rodzaju lgcznosci immunologicznej
istniejgcej pomiedzy procesem gruzliczym i brucelozg, na co juz
uprzednio zwracaliSmy uwage na podstawie obserwacji doswiad-
czalnych (P arnas). Karmienie zwierzat (prawdopodobnie i ludzi)
mlekiem, zawierajacym zabite brucelle, nie wplywa na wystapienie
dodatnich odczynoéw serologicznych, natomiast, w bardzo nieznacz-
nym stopniu zwigksza indeks fagocytarny dla brucelli.



—

I O T

Jozef Parnas, Bronistaw Prejbisz i Maria Gietka

PISMIENNICTWO

Harris H. J. — Brucellosis. New York. 1950.

Huddleson A. — Brucellosis in Man and Animals New York. 1942
Parnas J, Stepkowski S, — Med. Wet,, z. 8 str. 312, 1947
Parnas J, Stepkowski S. — Pol. Tyg. Lek., z. 2 str. 64, 1948.
Pennel R. B. — Brucellosis. A symposium. New York. 1950.
Zdrodowskij P. F. -— Brucelloz. Moskwa, 1948,



JledeBroe eitcTrue Gpyneaauua PS 35

PEJIOME

YcranopneHo, Y70 MHOTOKPATHO MOBTOPAEMBIl Opyuemmun ,,PS,
npuMenAeMblii KaK MOJKOIKHO, TAK U MEKKOIKHO, JAelicTByeT B Kaue-
cTBe jiedeGHOrO cpefcTBa NpU Hopaskenun OGpyunenniézoM. MexaHism
BO3xelicTRUA OpylelIMHA OCHOBHIBAeTcA Ha QeilcTBHH Tpex ¢ak-

TOPOB.

a) Ha NeceHcUuONIu3anuu opranH3Ma 4YyBCTBITEJIBHOI'O K IpPO-

6)

B)

JAyKTaM pacnapga Opyueins;

H3 NOBBILIEHWH (arouMrapHoil JeATENIbHOCTH KIETOK CeTya-
TO-HIOTEIHSIILHON cHCTeMBbI;

ileyeGHOEe 3HAYEHHE TpeTbero (PakKropa, T. €. YBeIMYEHHUA
KOJMYeCTBA QHTHUTEl, MNPUHUMAOLIMX YYacTHe B PpeaKUUHn
Ypaiita 1 peaknun cBA3LIBAHMSI KOMIIEMeHTa, TpeGyeT emne
maapHeimux uccaenopanuil. CHBOPOTKA MMUBOTHEIX, KOTO-
pHIM MHOTOKpAaTHO MNpuBMBaJIcH OpyuemwiuH, He obaagaer
6aKTepHOUMIHBIMU CBOMCTBaAMU. YcHieHue (arolMTapHOCTH
KIICTOK HAXOOUTCSA HECOMHEHHO B CBA3U C YBCJIUYEHHEM KO-
JINYECTBA AHTHTEN THUIIA OICOHMH, YTO ABJAETCA PeE3yibTa-
TOM BO3NECTBHA MHOTOKpPATHO IpuUMeHAeMoro OpyueiivHa.
HoHTpoabHsle lccaenoBaHus, NPOU3BeJeHHbIE HA HOpMalib-
HBRIX KPOMMKAX NAIOT HU3KNe BeINYMHBI (arouMTapHOro HH-
jexca. MHcciaegoBanusi, Ipon3BeqeHHbIe HA KpOJIUKaxX 60iab-
HBIX TYOepKy/a€30M YKa3pBalOT HaM HA TO, YTO TeKyluuit
aKTUBHBI TyOepKyIé3HBI Ipoliecc yBeIHWYHMBAeT HecB0eol-
pasHo (QarouuTapHBIfi MHAEKC MO OTHOLIEHWI0 K Gpyuemnmam.
[TpuunHOil 3TOro sABAAETCHA KaKadA - TO HMMYHOJIOTHYECKA:
CBA3L, CYWICCTBYIOINAA MEHAY TYOEpPKYIEIHBIM INPOLEcCOM
H OpyuennésoM, Ha YTO yKe YKA3bIBAJI HA OCHOBaHUH 3KCIEpH-
MeHTaIbHEX Habmomenuit JO. ITapnac. HopMitenue sxuBoT-
HEIX (MOBUAMMOMY U JIIOJeil) MOJIOKOM, COMEp;KAlluM MepT-
Bple Opylle/ulbl, He OKa3biBaeT BIHAHUA HA BBICTYINJIEHUE
NOJIOMKHUTENBHBIX CEPOJIOTHYECKNX peaKuuii, HO 3aTo, XOTA
B OYeHb HE3HAUMTEIbHON CTeneHy, yBejluduBaeT garonurap-
HBI MHIEKC NaA Gpyuesd.
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SUMMARY

It has been ascertained that brucellin PS, repeatedly administe-
red subcutaneously and intracutaneously, shows a therapeutic
action in the course of the Brucella infection. The mechanism of
this action of brucellin is based on three elements:

1. desensitivisation of the organism sensitivized to the pro-
ducts of the desintegration of Brucella;

2. increase of the phagocytic action of the endothelial system
cells; '

3. increase of antibodies taking part in Wright's reaction and
in the complement fixation reaction. The therapeutic importance
of the last element, however, must be tested in further research.

The blood plasma of animals, treated repeatedly with brucellin,
does not kill Brucella. The increase of phagocytic properties of the
cells is undoubtedly connected with the increase of antibodies
of the opsonin type, which is the result of repeated administration
of brucellin. Control examination of normal rabbits shows low figu-
res for the phagocytic index. Experiments on rabbits infected with
tuberculosis show that the active tubercular process raises non-
specifically the phagocytic index in relation to Brucella. This fact
is due to a certain immunological connection between -the tuber-
cular pfocess and brucellosis, which already has been pointed out
on the strength of our experimental observations (P arn as). Fee-
ding animals (probably also man) on milk containing killed Brucella
has no influence on the appearance of positive serological reac-
tions, and in a very slight degree, it raises the phagocytic index for
Brucella.
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