kisérletes
kozlemenyek:

Magyar Néphadsereg Egésziigyi Szolgalata,
Orszagos Kozegészséglgyi Intézet, Budapest

Dr. Geck Péter allatorvos alezredes

Az immun-tusreakcio és a tenyésztéses modszer
osszehasonlité vizsgalata kérokozé enteralis
baktériumok gyors kimutatasara

A korszer(i bakteriologiai diagnosztikaban 4&lland6 jellegl tdérekvés a
diagnosztikus modszerek egyszer(isitése és gyorsitasa, valamint érzékeny-
ségik és specifitisuk emelése. A metodoldgia ez irdnyd fejlesztését jelzik
az irodalombol jél ismert expresstesztek, mikrotesztek és immuntesztek,
amelyek meghatarozzdk egy mikroba egy, vagy tébb jél ismert tulajdon-
sdgat. A gyorsdiagnosztika alkalmazasanak alapvetd célja egyrészt a beteg-
felvétellel egy idében a kérokozé &gens identifikdldsa, maésrészt fert6zéses
eredetli tomeges megbetegedéskor a kérokozé meghatdrozasa egy-két dran
belul.

Ismerve az immunfluorescens technika elterjedését gatlé objektiv ne-
hézségeket, célul tiztuk ki egy egyszer{, olcs6, gyors és az immunflores-
cens technika érzékenységével és specificitdsaval rendelkezd Gj modszer ki-
dolgozasat.

Sok éves, nagyon sok irdnyban folytatott kisérletezés utdn dolgoztuk ki
az immun-tusreakciét, amely sajat gyakorlatunk és masok tapasztalata sze-
rint, megfelel minden olyan kdvetelménynek, amely egy gyorsdiagnosztikus
modszerei szemben tdmaszthat6.

Eszkdzék és modszerek
Vizsgalati anyag

Vizsgalati anyagunk tenyésztéssel ellen6rzott negativ széklethez ke-
vert, 10i-t6l 10°-ig terjedd Escherichia coli dyspepsiae 026:B6, 055 :B5,
086:B7, 0111 :B4, 0112:B11, 0119:B14, 0124:B17, 0125:B15, 0126:B16, 0127:B8,
0128 :B12, ezenkivil Shigella flexneri 2a, Shigella sonnei, Shigella dysen-
teriae 2, Salmonella paratyphi A, Salmonella typhi murium, Salmonella
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typhi. A negativ székletek borsonyi mennyiségét 3 ml. fizioldgias konyha-
séoldatban szuszpendaltuk, majd kézi centrifugdval 1 percig Ulepitettik.
A széklet fellilisz6jab6l 1—1 ml-t Wassermann-csévekbe mértiink, amelyek-
hez ana mennyiséghen hozzamértik a fent felsorolt baktériumok ferde
agarrol lemosott szuszpenzidjat ugy, hogy az els6 csében 103-on, az utols6-
ban 10%en sliriségl baktériumszuszpenzi6 volt.

Tenyésztés

A korokozo baktériumok identifikdldsat az Orszagos Kozegészségligyi
Intézet Bakterioldgiai Osztalyan elfogadott modszerekkel végeztik (1). Na-
ponta 16 anyagot vizsgaltunk meg ugy, hogy a frissen fert6zott széklet-
szuszpenziot azonnal kikentik a megfelel§ tadptalajokra.

Az immun-tusreakcio (ITR)
A vizsgalatai anyag el6készitése

Modell kisérleteinkben a fent leirt székletszuszpenziét hasznéltuk ke-
net készitésére. Ugyanigy készitjik el§ a vizsgalati anyagot akut enteroco-
litis esetén is, amikor varhatéan 105 — 10’ — csira per ml talalhaté a
vizsgalatai anyagban. Ismételt vizsgalatoknal vagy bizonytalan enteritis
esetén célszeri a szedimentalt felllisz6t 3000 rpm-el 30 percig centrifu-
galni és ennek szedimentumat hasznélni kenet készitésére, mivel varhatéan
kevés a kérokoz6 mikroba a vizsgalati anyagban.

Kenetkészités

Zsirtalanitott targylemezre kacsnyi mennyiséget szélesztiink az ulepi-
tett széklet felllisz6jabdl vagy a felllusz6 lecentrifugalt szedimentuméabél.
A keneteket szaritas utdn hdével fixaljuk. Varhatéan alacsony csiraszam
esetén keneteket Ugy is készithetiink, hogy a targylemez k&ézépsé als6 ré-
szére borsonagysagu pontot rajzolunk kék dermatograffal, majd az ellen-
kez6 oldalra kacsnyi mennyiséget viszink a széklet-szuszpenziéb6l ponto-
san a kék pont folé, de nem szélesztjuk el. Szaritds utan hdével fixaljuk.

Diagnosztikus savok munkahigitasa

A diagnosztikus savdk munkahigitasat dgy kell elkésziteni, hogy az
haromszor tdményebb legyen a targylemez-agglutinaciéhoz hasznalt titer-
nél. A savok higitasat 0,5%-o0s karbolsavat tartalmazé fiziolégids konyha-
sooldattal célszeri végezni. Kivételt képez a Salmonella polyvalens ,0-
savO, amelyet egyenléd mennyiségben hozunk &ssze a fenti konzervalé oldat-
tal. A mddszer érzékenysége és specificitdsa nagymértékben fligg az immun-
savOk mindségétbl, ezért igen fontos az immunsavok természetes és részan-
tigén-ellenanyagtartalménak kimeritése az aspecifikus kotések elkerilése
végett. Minden savé munkatiterét tovafuté higitassal kell meghatarozni.
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Az immun-tusreakci6 elvégzése

A vizsgalat irdnyatol fliigg6en annyi targylemezen készitink kenetet,
ahany diagnosztikus savét terveziink alkalmazni. Minden targylemezre ra-
viszlink egy-egy csepp folyékony kinai Holld-tust (Politur és Vegyitermék,
Budapest), majd a megfelel6en higitott savékbol tesziink egy-egy cseppet
a keneteken levé tusra. Ezutan széleszt§ kaccsal egyenletesen elkeverjik a
tust és az immunsavOt, vigyazva arra, hogy a kilénb6z6 savok ne keve-
redjenek. Ugyelni kell a targylemezek vizszintes elhelyezésére is, mert ha
a kenetrdl lefolyik a tus, a kenet nem birdlhat6 el. A keneteket 6t percig
kezeljik Petri-csészéb6l kialakitott nedves kamraval leboritva, szobahémér-
sékleten. A kezelt kenetek lemosasara 0,3%-0s konyhas6oldatot hasznéalunk,
amelyet Ugy készitiink, hogy a desztillalt vizb6l készitett fizioldgias kony-
haséoldatot masfélszeresére higitjuk csapvizzel. A csapvizzel szembeni Kko-
vetelmény az, hogy emberi fogyasztasra alkalmas legyen, melynek séoldat-
Osszetétele bizonyos széls6séges értékek kozott allandé. Magyarorszag leg-
kilonbdz6bb ivovizeib8l készitett lemosofolyadékok egyforman jél hasz-
nalhatok.

* a

1 abra

Lényeges, hogy a lemosofolyadék pH-ja 7legyen, amelyet Univerzal in-
dikatorpapirral ellenérziink. Amennyiben a lemos6folyadék pH-ja 7 alatt
van, akkor 5%-o0s natriumkarbonattal pH 7-re allitjuk. A lemoséfolyadék
sokoncentraci6jatol és a pH-tél fligg a kép min6sége, ezért a megadott re-
cepturatdl nem célszer(i eltérni. Amennyiben a fenti lemosé6folyadékkal
nem kapunk egyértelmden pozitiv képet, 4gy 1%-os ferriklorid-oldatb6l 0,1
ml-t hozzdmérink s alaposan elkeverjik a lemos6folyadékban. Erre a kor-
rekciora altalaban akkor van szikség, ha artézi vizbél készil a lemoso-
folyadék.

A lemosést gumiballonnal ellatott 10 ml-es, széles lumen( pipettaval
végezzik gy, hogy a moséfolyadékot kozéper6s nyomassal irdnyitjuk a
ferdén tartott targylemezre. Lényeges, hogy a vizsugar a lefolyo tust fent-
rél lefelé folyamatosan kovesse és hogy szemmel lathatéan kicsapodott tus

227



ne maradjon a keneten. Sz(r&papirral torténd leitatdas utdn a keneteket
fénymikroszképban immerziés objektivvei, kb. 800-szoros nagyitassal vizs-
galjuk.

Elbiralas

Pozitiv a kenet, ha a varhatdé nagysagrend( és morfoldgiaju baktériu-
mok kontlrja hatdrozottan fekete rajzolatd, ezenbelil a baktériumtest ha-
muszirke szin(i, tehat homolég kotés jott létre. Ez a fekete kontdr meg-
egyezik azzal a fluoreszkald kontarral, amely a fluorescens mikroszképban
lathat6 homolog kotés esetén. Negativ a lelet abban az esetben, ha tébb
latoteret atvizsgélva baktériumképletek nem lathaték, csupan kilonbozé
rajzolatld tusszemcse-maradékok és aggregatumok, amelyek nem téveszthe-
tek oOssze a homolog kotésekkel. (1. sz. kép.)

A homolég diagnosztikus savok gyakran tartalmaznak természetes el-
lenanyagot coccusokkal, aerob és anaerob sporas baktériumokkal szemben.

Amennyiben a vizsgélati anyagban a fenti mikrobdk jelen vannak,
aspecifikus kotések alakulnak ki, de ezek morfolégidjuk és nagysagrendjik
alapjan koénnyen elkilénitheték a bélbaktériumoktol.

Eredmények

Megvizsgaltunk 1320 db mesterségesen fert6zott székletet, amelyek
csiraszamat 103t6l 109ig allitottuk be, azzal a céllal, hogy a parhuzamos
tenyésztéses eredményeket dsszehasonlitsuk az immun-tusreakcid érzékeny-
ségével és specificitdsaval.

Az Escherichia coli dyspepsiae vizsgélatara 690 db székletbdl 555
(80,4%) volt mindkét eljarassal pozitiv. Immun-tusreakcioval pozitiv, de te-
nyésztéssel negativ 72 db (10,5%) széklet volt, mig csak tenyésztéssel pozi-
tiv, de immun-tusreakcidoval negativnak bizonyult 8 db (1,2%) széklet.
Mindkét eljarassal negativ eredményt kaptunk 55 db (7,9%) biztosan pozi-
tiv székletbdl, ami zo6mmel a 103—10r csiraszam( székletmintdkra volt jel-
lemz6 (1. sz. tdblazat).

1. téablazat

Tenyésztés és immun-tusreakcié 0Osszehasonlit6 vizsgalata E. coli dyspepsiae (103— 104)
kimutatadsara modellkisérletekben

~ ITR

Pozitiv Negativ Osszesen
Tenyésztés
Pozitiv 555 (80,4%) 8 (1,2%) 563 (81,6%)
Negativ 72 (10,5%) 55 (7,9%) 127 (18,4%)
Osszesen 627 (90,8%) 63 (9,2%) 690 (100%)

228



A fentiekhez hasonl6 mdédon megvizsgéaltunk 280 db székletet, ame-
lyeket Shigella flexneri 2a-val és Shigella sonnei-vel fertéztiink. 219 szék-
let (78.2%) mindkét eljarassal pozitivnak bizonyult (2. sz. tablazat).

2. tablazat

Tenyésztés és immun-tusreakcié 6sszehasonlité vizsgalata Shigella flexneri és Shigella
sonnei (103—109) kimutatdsara modellkisérletben

ITR
Pozitiv Negativ dsszesen
Tenyésztés
Pozitiv 219 (78,2%) 6 (2,2%) 225 (80,4%)
Negativ 28 (10%) 27 (9,6%) 55 (19,6%)
Osszesen 247 (88,2%) 33 (11,8%) 280 (100%)

Immun-tusreakcioval pozitiv, de tenyésztéssel negativ volt 28 db széklet.
Tenyésztéssel pozitiv, de immun-tusreakcidval negativnak taldltunk 6 db
székletet (2,3%). Mindkét eljarassal negativ volt 27 db széklet (9,6%).

A salmonelldk kimutathatésadganak ellenérzésére feldolgoztunk 350 db
székletet. Harom kilénb6z6 csoportba tartoz6 salmonella-szerotipussal fer-
t6ztik a székleteket, ezek ellen6rzésére a Salmonella polyvalens ,,0”-savot
és a megfelel6 csoportsavdkat hasznaltuk. Mindkét modszerrel pozitiv volt
223 db széklet (63,7%). Immun-tusreakciéval pozitiv, de tenyésztéssel ne-
gativ 16 db (4,6%) széklet volt. Tenyésztéssel pozitiv, de immuntusreakcio-
val negativ volt 18 db széklet (5,1%). Mindkét mddszerrel negativnak bizo-
nyult 93 db széklet (26,6%) (3. sz. tablazat).

3. téablazat

Tenyésztés és immun-tusreakcié dsszehasonlité vizsgalata Salmonella (103— 109)
kimutatasadra modellkisérletben

ITR
Pozitiv Negativ Osszesen
Tenyésztés
Pozitiv 223 (63.7%) 18 (5.1%) 241 (68.8%)
Negativ 16 (4.6%) 93 (26.6%) 109 (31.2%)
6sszesen 239 (68.3%) HI1 (31.7%) 350 (100%)
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Meghbeszélés

Az immun-tusreakci6 alkalmazésa sokéves tapasztalatunk szerint egy-
szer(i, gyors, olcsé és meghbizhaté eljarasnak bizonyult. Modellkisérleteink
beallitdsaval nagyon targyilagosan igazoltuk a klasszikus tenyésztés és az
ITR helyét és értékét a bakteriologiai diagnosztikaban.

Parhuzamosan végzett 0Osszehasonlité vizsgdalataink azt bizonyitottak,
hogy a székletben levé 103 — és 104 csiraszdmU korokozd tenyésztéses
identifikdlasanak lehet6ségét szamos kdzismert hibalehetéség akadalyozza.
Ezek kozil emlitésre mélté a vizsgalati anyag levétele és feldolgozasa ko-
z0tt eltelt id6, a széklet pH-ja és kisérd fléraja, specifikus fagok arénya,
él6 és elpusztult kérokozék ardnya, a téptalaj min6sége, a feldolgozés
maddja, az elbiralasban valdé jartassag sth.

Vizsgalatainkhoz optimalis kdérilményeket biztositottunk és mégis azt
tapasztaltuk, hogy a biztonsadgos tenyésztés alsé hatara az 5x104 és 105 ko-
z0Otti csiraszam volt. Az ITR aspecifikus kotési lehetéségeinek kiiktatasat
Ugy biztositottuk, hogy a tenyésztéssel negativ székletmintakkal elvégeztik
az ITR-t és csak az igy ellen6rzott negativ székleteket fertdztik a fenti
kérokozékkal. A tablazatok részletezése nélkul is nyilvanvalé, hogy min-
den biolégiai vizsgald eljarasnak megvan a modszer jellegéb6l fakaddé hi-
balehet6sége.

Mint minden bakteriologiai szerodiagnosztikus modszernek, igy az
ITR-nek érzékenysége is attol flugg, egyrészt hogy az egységnyi vizsgalati
anyagban hany korokoz6 mikroba talalhaté, masrészt, hogy az alkalmazott
immunsavé milyen mértékben tipusspecifikus, vagyis milyen mértékben
mentes a természetes és a részantigénekkel szemben aspecifikus kotést add
ellenanyagoktél.

Sajat kisérleteink is bizonyitjdk, hogy magastiteri homospecifikus
immunsavok alkalmazéasa lényegesen emeli az ITR érzékenységét és speci-
ficitdsat. Egyes E. coli dyspepsiae savok 1:8-as higitasat alkalmazva aspeci-
fikus kotést kaptunk néhany Streptococcus faecalis és aerob spéras torzs-
zsel szemben, mig ugyanezen székletek vizsgalatakor ugyanezen savok 1:64-
es higitasaval a fenti aspecifikus kdtések nem zavartdk az elbiralést.

Szdmos modellkisérletben és tobb ezres nagysagrendil rutin vizsgéalati
anyagon, hasonlitottuk 6ssze a tenyésztés, az ITR és iaz immunfluorescens
eljarast. Vizsgalataink azt igazoltdk, hogy az ITR és az immunfluorescens
eljaras gyakorlatilag egyenértékd.

Az immun-tusreakcid6 mechanizmusa még nem minden részében tisz-
tazott és csak latszolag hasonlit az immunfluorescens mddszerhez. Mai né-
zetink szerint az immun-tusreakci6 egy immun — absorbci6s eljards. A
targylemezre fixalt mikrobdkhoz kapcsol6dik az immunsavé globulinmole-
kula-frakciojanak egyik valencidja, mig a méasik valenciat abszorbeélja egy
szénszemcse, amely ezéltal lemoshatatlanul két6dik a baktériumhoz. Ameny-
nyiben a szabad valenciat homoldg antiglobulinnal lekétjik, a reakcio nem
alakul ki. Akkor is elmarad a reakcio, ha a kezelés menete nem fiziologias
korilmények kozott torténik. Ennek megfeleléen példaul, ha a lemoso-
folyadék pH-ja 6 alatt vagy 8 foldtt van, a reakcié nem értékelhet6. Ha-
sonloképpen nem birdlhaté el a kenet, ha a lemosdéfolyadékot desztillalt
vizb6l készitjik és pH-jat natrium hydroxiddal allitjuk be 7-re.
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Fentiekkel szemben sokféleképpen lehet megbizhatd lemoso6folyadékot
késziteni rendkivil komplikalt moédon, a séaranyok pontos kialakitasaval,
de mi a legegyszer(ibb megoldasra torekedtiink, amelyet csapvizzel, katviz-
zel és Aartézi kutbdl szadrmazd vizzel teljes biztonsdggal el lehet végezni.

Sajat tapasztalataink szerint, ha egyharmadnyi fiziol6gids konyhaso-
oldathoz hozzéadunk kétharmad, barmilyen eredet( vizet, amely akar csak
nyomokban is tartalmaz komplexképz6 fémionokat és pH-jat natrium Kkar-
bonattal 7-re allitjuk, megbizhaté lemoso6folyadékot kapunk.

A reakcio kialakuldsdnak maéasik fontos feltétele, hogy a ,Folyékony
kinai Holl6-tus”-t hasznaljuk, amelyet Magyarorszagon a ,,Politir és Vegyi-
termék” forgalmaz. Szamos mdas mindségl hazai és kulfoldi eredetd tussal
is dolgoztunk, de csak a folyékony kinai Hollé-tussal kaptunk minden eset-
ben reprodukalhaté eredményt.

Az immun-tusreakcié kidolgozasaval alapvetd célunk volt egy olyan
gyorsdiagnosztikus médszer kialakitdsa, amely alkalmas az immunfluores-
cens technika helyettesitésére a bakterioldgiai diagnosztikdban.

Figyelembe véve a vizsgélati anyag azonos el6készitését, az immun-
tusreakcié szamos elénnyel rendelkezik az immunfluorescens technikaval
szemben.

Az immun-tusreakcié nem igényel fluorescens mikroszk6pot, kulonféle
konjugatumokat stb.

Lényeges el6nye, hogy egymagaban helyettesiti az immunfluorescens
technikaban haszndalt direkt, indirekt és mddositott indirekt modszereket.

Az immun-tusreakcio el6nye a tenyésztéssel szemben egyrészt a 24—72
oras tenyésztési id6 1—2 drara valo leroviditése, masrészt bizonyos gyakor-
lattal, j6 min&ségld immunsavok birtokdban, egyes kdérokozék vonatkozéasa-
ban nagy mennyiség( tdptalaj takarithaté meg.

Az Uj reakciot elsésorban akut betegek vagy kezdddd jarvanyok elsé
betegeinek vizsgalati anyagabdl célszerli elvégezni, amikor is véarhatéan
nagyszamuU koérokozo6 talalhaté a vizsgalati anyagban.

Az immun-tusreakcié alkalmazéasakor csak a kisz(irt pozitiv anyagot
kell tenyészteni részletesebb identifikalas és az antibiogramm meghatarozasa
céljabol.

Sokéves vizsgdalataink szerint az immun-tusreakcié alkalmas minden
olyan mikroba gyors diagnosztizalasara, amellyel szemben immunsavé ter-
melhetd.

Téargylemezre fixalt, ismert diagnosztikumok birtokdban alkalmas re-
konvalescens savok titerének vagy titeremelkedésének gyors meghataroza-
sara.

A bakteriolégiai kutatomunkaban az immun-tusreakcié jol alkalmaz-
haté a bakterialis eredetli vakcinacié hatdsossdganak ellenérzésére, termé-
szetes ellenanyagok gyors meghatarozasara, részantigén-rokonsag tanulma-
nyozasara, baktériumok O, K és H-antigénjeinek meghatarozasara, vala-
mint a keratoconjunctivitis pozitiv baktériumok interacellularis parazitizmu-
sdnak egyszer( és gyors identifikalasara.
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OSSZEFOGLALAS

A szerz6 Uj szerodiagnosztikus mdédszert dolgozott ki a kdérokozé mikrobak
gyors identifikalasara. Az Gj eljarast, az immun-tusreakciot, modellkisérletekben
dsszehasonlitotta a klasszikus tenyésztési modszerrel E. coli dyspepsiae-k, Shi-
gellak és Salmonelldak gyors azonositdsara. A parhuzamosan végzett 6sszehason-
lit6 vizsgalatok azt igazoljak, hogy az immun-tusreakcié érzékenysége gyakorla-
tilag a tenyésztéssel, specificitdsa pedig az immunfluorescens technikaval egyezé.
Az Uj eljards kidolgozasédnak alapvetd célja volt az immunfluorescens technika
helyettesitése a bakterioldgiai diagnosztikaban.

Az immun-tusreakcié el6nye, hogy a kenetek festésére a folyékony kinai
Holl6-tus, elbirdlasukhoz pedig a normal fénymikroszkdép alkalmas. A festés id6-
tartama 5 perc és egyesiti magéban a direkt, indirekt és a modositott indirekt
festési eljarast.

rierep [EK: CpaBHHTeAbHoe HCCAeaoBaHHe mctosob HMMyHOAorHaecKOH peakgHH
¢ npiiMeHemieM Tyum h BbiceBaHHH aah GbicTporo BbiHBAeHHH BHTepaAbHbix 60Ae3HeTBop-
HolX OaKTepHH.

Dr. P. Geek., Veter.—Oberstltn. des Med. Dienstes:

VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN DER IMMUNOTUSCHE-REAKTION
UND DER ZUCHTUNGSMETHODEN ZUM SCHNELLEN NACHWEIS
ENTERALER BAKTERIEN
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