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Az immun-tusreakció és a tenyésztéses módszer 
összehasonlító vizsgálata kórokozó enterális 
baktériumok gyors kimutatására

A korszerű bakteriológiai diagnosztikában állandó jellegű törekvés a 
diagnosztikus m ódszerek egyszerűsítése és gyorsítása, valam int érzékeny
ségük és specifitásuk emelése. A metodológia ez irányú  fejlesztését jelzik 
az irodalom ból jól ism ert expresstesztek, m ikrotesztek és im m untesztek, 
am elyek m eghatározzák egy m ikroba egy, vagy több jól ism ert tu la jdon
ságát. A gyorsdiagnosztika alkalm azásának alapvető célja egyrészt a beteg- 
felvétellel egy időben a kórokozó ágens identifikálása, m ásrészt fertőzéses 
eredetű  tömeges m egbetegedéskor a kórokozó m eghatározása egy-két órán 
belül.

Ism erve az im m unfluorescens technika elterjedését gátló objektív  ne
hézségeket, célul tűz tük  ki egy egyszerű, olcsó, gyors és az im m unflores- 
cens technika érzékenységével és specificitásával rendelkező új m ódszer k i
dolgozását.

Sok éves, nagyon sok irányban  fo ly ta to tt kísérletezés u tán  dolgoztuk ki 
az im m un-tusreakciót, am ely sa ját gyakorla tunk  és m ások tapasztalata  sze
rin t, m egfelel m inden olyan követelm énynek, am ely egy gyorsdiagnosztikus 
m ódszerei szem ben tám asztható.

E szközök és m ódszerek  
Vizsgálati anyag

Vizsgálati anyagunk tenyésztéssel ellenőrzött negatív  széklethez ke
vert, 10:i-tól 10°-ig terjedő  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, ezenkívül Shigella flexneri 2a, Shigella sonnei, Shigella dysen
teriae 2, Salm onella para typh i A, Salm onella typhi m urium , Salm onella
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typhi. A negatív  székletek borsónyi m ennyiségét 3 ml. fiziológiás konyha
sóoldatban szuszpendáltuk, m ajd  kézi centrifugával 1 percig ü lepítettük . 
A széklet felülúszójából 1— 1 m l-t W asserm ann-csövekbe m értünk , am elyek
hez ana m ennyiségben hozzám értük a fen t felsorolt bak térium ok ferde 
agárró l lem osott szuszpenzióját úgy, hogy az első csőben 103-on, az utolsó
ban  109-en sűrűségű baktérium szuszpenzió volt.

T enyésztés

A kórokozó baktérium ok iden tifikálásá t az Országos Közegészségügyi 
In tézet B akteriológiai Osztályán elfogadott m ódszerekkel végeztük (1). Na
ponta 16 anyagot v izsgáltunk meg úgy, hogy a frissen fertőzö tt széklet- 
szuszpenziót azonnal k iken tük  a megfelelő táp talajokra.

A z im m un-tusreakció (ITR)
A  vizsgálatai anyag előkészítése

Modell kísérleteinkben a fent le írt székletszuszpenziót használtuk  ke
net készítésére. Ugyanígy készítjük  elő a vizsgálati anyagot aku t enteroco
litis esetén is, am ikor v á rha tóan  105 — 10’ — csíra per ml található  a 
vizsgálatai anyagban. Ism ételt vizsgálatoknál vagy bizonytalan enteritis 
esetén célszerű a szedim entált felülúszót 3000 rpm -el 30 percig cen trifu 
gálni és ennek szedim entum át használni kenet készítésére, m ivel várhatóan  
kevés a kórokozó m ikroba a vizsgálati anyagban.

K enetkészítés

Z sírta lan íto tt tárgylem ezre kacsnyi m ennyiséget szélesztünk az ülepí
te tt  széklet felülúszójából vagy a felülúszó lecen trifugált szedim entum ából. 
A keneteket szárítás u tán  hővel fixáljuk. V árhatóan  alacsony csíraszám 
esetén keneteket úgy is készíthetünk, hogy a tárgylem ez középső alsó ré 
szére borsónagyságú pontot rajzolunk kék derm atográffal, m ajd  az ellen
kező oldalra kacsnyi m ennyiséget viszünk a széklet-szuszpenzióból ponto
san  a kék  pont fölé, de nem szélesztjük el. Szárítás u tán  hővel fixáljuk.

D iagnosztikus savók m unkahígítása

A  diagnosztikus savók m unkahíg ítását úgy kell elkészíteni, hogy az 
három szor töm ényebb legyen a tárgylem ez-agglutinációhoz használt tite r-  
nél. A savók h íg ításá t 0,5%-os karbolsavat tartalm azó  fiziológiás konyha
sóoldattal célszerű végezni. K ivételt képez a Salm onella polyvalens „0’ - 
savó, am elyet egyenlő m ennyiségben hozunk össze a fenti konzerváló oldat
tal. A módszer érzékenysége és specificitása nagym értékben függ az im m un
savók m inőségétől, ezért igen fontos az im m unsavók term észetes és részan- 
tigén-ellenanyagtarta lm ának  k im erítése az aspecifikus kötések elkerülése 
végett. M inden savó m u nka tite ré t tovafutó hígítással kell m eghatározni.
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A vizsgálat irányátó l függően annyi tárgylem ezen készítünk kenetet, 
ahány  diagnosztikus savót tervezünk  alkalm azni. M inden tárgylem ezre rá 
viszünk egy-egy csepp folyékony kínai H olló-tust (Politur és V egyiterm ék, 
Budapest), m ajd  a m egfelelően híg íto tt savókból teszünk egy-egy cseppet 
a keneteken levő tusra. Ezután szélesztő kaccsal egyenletesen elkeverjük  a 
tust és az im m unsavót, vigyázva a rra , hogy a különböző savók ne keve
redjenek. Ügyelni kell a tárgylem ezek vízszintes elhelyezésére is, m ert ha 
a kenetrő l lefolyik a tus, a kenet nem  bírálható  el. A keneteket öt percig 
kezeljük  Petri-csészéből k ia lak íto tt nedves kam rával leborítva, szobahőm ér
sékleten. A kezelt kenetek  lem osására 0,3%-os konyhasóoldatot használunk, 
am elyet úgy készítünk, hogy a desztillált vízből készített fiziológiás kony
hasóoldatot m ásfélszeresére h íg ítjuk  csapvízzel. A csapvízzel szembeni kö
vetelm ény az, hogy em beri fogyasztásra alkalm as legyen, m elynek sóoldat- 
összetétele bizonyos szélsőséges értékek  között állandó. M agyarország leg
különbözőbb ivóvizeiből készített lem osófolyadékok egyform án jól hasz
nálhatók.

A z  i m m u n - t u s r e a k c i ó  e l v é g z é s e
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Lényeges, hogy a lem osófolyadék pH -ja 7 legyen, am elyet U niverzál in
d ik á to rp ap írra l ellenőrzünk. A m ennyiben a lem osófolyadék pH -ja 7 a la tt 
van, akkor 5% -os nátrium karbonátta l pH 7-re állítjuk. A lemosófolyadék 
sókoncentrációjától és a pH -tól függ a kép minősége, ezért a m egadott re- 
cep tú rátó l nem  célszerű eltérni. A m ennyiben a fenti lem osófolyadékkal 
nem  k apunk  egyértelm űen pozitív képet, úgy 1%-os ferrik lorid-oldatból 0,1 
m l-t hozzám érünk s alaposan elkeverjük a lem osófolyadékban. E rre a kor
rekcióra általában  akkor van  szükség, ha artézi vízből készül a lemosó
folyadék.

A lem osást gum iballonnal elláto tt 10 ml-es, széles lum enű pipettával 
végezzük úgy, hogy a m osófolyadékot középerős nyom ással irán y ítju k  a 
ferdén ta r to tt tárgylem ezre. Lényeges, hogy a vízsugár a lefolyó tu st fen t- 
ről lefelé folyam atosan kövesse és hogy szemmel lá tha tóan  kicsapódott tu s
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ne m arad jon  a keneten. S zűrőpapírral tö rténő  le ita tás u tán  a keneteket 
fénym ikroszkópban imm erziós objektívvei, kb. 800-szoros nagyítással vizs
gáljuk.

Elbírálás

Pozitív a  kenet, ha  a várható  nagyságrendű és m orfológiájú bak tériu 
m ok kon tú rja  határozo ttan  fekete rajzolatú, ezenbelül a bak térium test h a 
m uszürke színű, teh á t homológ kötés jö tt létre. Ez a fekete kon tú r meg
egyezik azzal a fluoreszkáló kon tú rra l, am ely a fluorescens m ikroszkópban 
lá tható  homológ kötés esetén. N egatív a lelet abban az esetben, ha több 
lá tó te re t átvizsgálva baktérium képletek  nem láthatók, csupán különböző 
rajzo latú  tusszem cse-m aradékok és aggregátum ok, am elyek nem téveszthe
tek  össze a homológ kötésekkel. (1. sz. kép.)

A homológ diagnosztikus savók gyakran  tarta lm aznak  term észetes el
lenanyagot coccusokkal, aerob és anaerob spórás bak térium okkal szemben.

A m ennyiben a vizsgálati anyagban a fenti m ikrobák jelen  vannak, 
aspecifikus kötések alakulnak  ki, de ezek m orfológiájuk és nagyságrendjük 
alap ján  könnyen elkü löníthetők a bélbaktérium októl.

E redm ények

M egvizsgáltunk 1320 db m esterségesen fertőzött székletet, am elyek 
csíraszám át 103-tól 109-ig állíto ttuk  be, azzal a céllal, hogy a párhuzam os 
tenyésztéses eredm ényeket összehasonlítsuk az im m un-tusreakció érzékeny
ségével és specificitásával.

Az Escherichia coli dyspepsiae vizsgálatára 690 db székletből 555 
(80,4%) volt m indkét eljárással pozitív. Im m un-tusreakcióval pozitív, de te 
nyésztéssel negatív  72 db (10,5%) széklet volt, míg csak tenyésztéssel pozi
tív, de im m un-tusreakcióval negatívnak bizonyult 8 db (1,2%) széklet. 
M indkét eljárással negatív  eredm ényt kap tunk  55 db (7,9%) biztosan pozi
tív  székletből, ami zömmel a 103—10r‘ csíraszám ú székletm intákra volt je l
lemző (1. sz. táblázat).

1 .  t á b l á z a t

Tenyésztés és im m un-tusreakció  összehasonlító vizsgálata E. coli dyspepsiae (103— 10'J)
k im u ta tásá ra  m odellkísérletekben

~ IT R

T enyésztés
P ozitív N egatív Összesen

P ozitív 555 (80,4% ) 8 (1,2% ) 563 (81,6% )

N egatív 72 (10,5% ) 55 (7,9% ) 127 (18,4% )

Összesen 627 (90,8% ) 63 (9,2% ) 690 (100%)
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A fentiekhez hasonló m ódon m egvizsgáltunk 280 db székletet, am e
lyeket Shigella flexneri 2a-val és Shigella sonnei-vel fertőztünk. 219 szék
let (78.2%) m indkét eljárással pozitívnak bizonyult (2. sz. táblázat).

2 . tá b l á z a t

Tenyésztés és im m un-tusreakció  összehasonlító vizsgálata Shigella flexneri és Shigella 
sonnei (103— 109) k im u ta tásá ra  m odellkísérletben

IT R

T enyésztés
P ozitív N egatív összesen

P ozitív 219 (78,2% ) 6 (2,2% ) 225 (80,4% )

N egatív 28 (10%) 27 (9,6% ) 55 (19,6% )

összesen 247 (88,2% ) 33 (11,8% ) 280 (100%)

Im m un-tusreakcióval pozitív, de tenyésztéssel negatív  vo lt 28 db széklet. 
Tenyésztéssel pozitív, de im m un-tusreakcióval negatívnak ta lá ltu n k  6 db 
székletet (2,3%). M indkét eljárással negatív  volt 27 db széklet (9,6%).

A salm onellák k im utathatóságának  ellenőrzésére feldolgoztunk 350 db 
székletet. H árom  különböző csoportba tartozó salm onella-szerotípussal fe r
tőztük a székleteket, ezek ellenőrzésére a Salm onella polyvalens ,,0”-savót 
és a megfelelő csoportsavókat használtuk . M indkét m ódszerrel pozitív volt 
223 db széklet (63,7%). Im m un-tusreakcióval pozitív, de tenyésztéssel ne
gatív  16 db (4,6%) széklet volt. Tenyésztéssel pozitív, de im m untusreakció- 
val negatív  volt 18 db széklet (5,1%). M indkét m ódszerrel negatívnak bizo
nyult 93 db széklet (26,6%) (3. sz. táblázat).

3 . t á b lá z a t

Tenyésztés és im m un-tusreakció  összehasonlító vizsgálata Salm onella (103— 109) 
k im uta tására  m odellkísérletben

T enyésztés

IT R
P ozitív N egatív összesen

P ozitív 223 (63.7% ) 18 (5.1% ) 241 (68.8% )

N egatív 16 (4.6% ) 93 (26.6% ) 109 (31.2% )

összesen 239 (68.3% ) H l  (31.7% ) 350 (100%)
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M egbeszélés

Az im m un-tusreakció alkalm azása sokéves tapasz ta la tunk  szerin t egy
szerű, gyors, olcsó és m egbízható e ljárásnak  bizonyult. M odellkísérleteink 
beállításával nagyon tárgyilagosan igazoltuk a klasszikus tenyésztés és az 
ITR helyét és é rté k é t a  bakteriológiai diagnosztikában.

P árhuzam osan végzett összehasonlító vizsgálataink azt bizonyították, 
hogy a székletben levő 103 — és 104 csíraszám ú kórokozó tenyésztéses 
iden tifikálásának  lehetőségét számos közism ert hibalehetőség akadályozza. 
Ezek közül em lítésre m éltó a vizsgálati anyag levétele és feldolgozása kö
zött e lte lt idő, a széklet pH -ja és kísérő flórája , specifikus fágok aránya, 
élő és elpusztu lt kórokozók aránya, a  táp ta la j minősége, a feldolgozás 
m ódja, az elb írálásban való já rtasság  stb.

V izsgálatainkhoz optim ális körü lm ényeket b iz tosíto ttunk  és mégis azt 
tapasztaltuk , hogy a biztonságos tenyésztés alsó h a tá ra  az 5x104 és 105 kö
zötti csíraszám  volt. Az ITR aspecifikus kötési lehetőségeinek k iik ta tásá t 
úgy biztosítottuk, hogy a tenyésztéssel negatív  székletm intákkal elvégeztük 
az ITR -t és csak az így ellenőrzött negatív  székleteket fertőztük  a fenti 
kórokozókkal. A táb lázatok  részletezése nélkül is nyilvánvaló, hogy m in
den biológiai vizsgáló e ljárásnak  m egvan a m ódszer jellegéből fakadó h i
balehetősége.

M int m inden bakteriológiai szerodiagnosztikus m ódszernek, így az 
ITR -nek érzékenysége is attól függ, egyrészt hogy az egységnyi vizsgálati 
anyagban hány  kórokozó m ikroba ta lálható , m ásrészt, hogy az alkalm azott 
im m unsavó m ilyen m értékben  típusspecifikus, vagyis m ilyen m értékben  
m entes a term észetes és a részantigénekkel szemben aspecifikus kötést adó 
ellenanyagoktól.

S ajá t k ísérlete ink  is bizonyítják, hogy m agastiterű  hom ospecifikus 
im m unsavók alkalm azása lényegesen em eli az ITR érzékenységét és speci- 
ficitását. Egyes E. coli dyspepsiae savók 1 :8-as h íg ításá t alkalm azva aspeci
fikus kö tést k ap tu n k  néhány  Streptococcus faecalis és aerob spórás törzs- 
zsel szemben, m íg ugyanezen székletek v izsgálatakor ugyanezen savók 1 :64- 
es h íg ításával a fen ti aspecifikus kötések nem  zavarták  az elbírálást.

Számos m odellkísérletben és több ezres nagyságrendű ru tin  vizsgálati 
anyagon, hason líto ttuk  össze a tenyésztés, az ITR és iaz im m unfluorescens 
eljárást. V izsgálataink azt igazolták, hogy az ITR és az im m unfluorescens 
eljárás gyakorlatilag  egyenértékű.

Az im m un-tusreakció  m echanizm usa még nem  m inden részében tisz
tázo tt és csak látszólag hasonlít az im m unfluorescens módszerhez. Mai né
zetünk szerin t az im m un-tusreakció egy im m un — absorbciós eljárás. A 
tárgylem ezre fixált m ikrobákhoz kapcsolódik az im m unsavó globulinm ole- 
ku la-frakció jának  egyik valenciája, míg a  m ásik valenciát abszorbeálja egy 
szénszemcse, am ely ezáltal lem oshatatlanul kötődik a baktérium hoz. A m eny- 
nyiben a szabad valenciát homológ antig lobulinnal lekötjük , a reakció nem 
alaku l ki. A kkor is elm arad  a reakció, ha a kezelés m enete nem  fiziológiás 
körülm ények között tö rténik . Ennek m egfelelően például, ha a lemosó
folyadék pH -ja 6 a la tt vagy 8 fölött van, a reakció nem  értékelhető. H a
sonlóképpen nem  b írálható  el a kenet, ha a lem osófolyadékot desztillált 
vízből készítjük  és pH -já t ná trium  hydroxiddal á llítjuk  be 7-re.
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Fentiekkel szemben sokféleképpen lehet m egbízható lem osófolyadékot 
készíteni rendkívül kom plikált módon, a sóarányok pontos kialakításával, 
de m i a legegyszerűbb m egoldásra tö rekedtünk , am elyet csapvízzel, kútvíz- 
zel és ártézi kú tbó l szárm azó vízzel te ljes biztonsággal el lehet végezni.

S ajá t tapasz ta la ta ink  szerint, ha  egyharm adnyi fiziológiás konyhasó
oldathoz hozzáadunk kétharm ad, bárm ilyen eredetű  vizet, am ely akár csak 
nyom okban is ta rta lm az  kom plexképző fém ionokat és pH -ját ná trium  k a r
bonáttal 7-re állítjuk , m egbízható lem osófolyadékot kapunk.

A reakció k ia laku lásának  m ásik fontos feltétele, hogy a „Folyékony 
kínai H olló-tus”-t használjuk, am elyet M agyarországon a  „P olitú r és Vegyi
te rm ék ” forgalm az. Számos m ás m inőségű hazai és külföldi eredetű  tussal 
is dolgoztunk, de csak a folyékony kínai H olló-tussal kap tunk  m inden eset
ben rep rodukálha tó  eredm ényt.

Az im m un-tusreakció  kidolgozásával alapvető célunk volt egy olyan 
gyorsdiagnosztikus m ódszer k ialakítása, am ely alkalm as az im m unfluores- 
cens technika helyettesítésére a bakteriológiai diagnosztikában.

Figyelem be véve a vizsgálati anyag azonos előkészítését, az im m un- 
tusreakció  számos előnnyel rendelkezik az im m unfluorescens technikával 
szemben.

Az im m un-tusreakció nem igényel fluorescens m ikroszkópot, különféle 
konjugátum okat stb.

Lényeges előnye, hogy egym agában helyettesíti az im m unfluorescens 
technikában  használt direkt, ind irek t és m ódosított ind irek t m ódszereket.

Az im m un-tusreakció  előnye a tenyésztéssel szemben egyrészt a 24—72 
órás tenyésztési idő 1—2 órára való lerövidítése, m ásrészt bizonyos gyakor
la tta l, jó m inőségű im m unsavók birtokában, egyes kórokozók vonatkozásá
ban  nagy m ennyiségű táp ta la j ta k aríth a tó  meg.

Az új reakciót elsősorban ak u t betegek vagy kezdődő já rványok  első 
betegeinek vizsgálati anyagából célszerű elvégezni, am ikor is várha tóan  
nagyszám ú kórokozó ta lá lható  a vizsgálati anyagban.

Az im m un-tusreakció alkalm azásakor csak a k iszűrt pozitív anyagot 
kell tenyészteni részletesebb iden tifikálás és az antibiogram m  m eghatározása 
céljából.

Sokéves vizsgálataink szerint az im m un-tusreakció alkalm as m inden 
olyan m ikroba gyors diagnosztizálására, am ellyel szemben im m unsavó te r
m elhető.

Tárgylem ezre fixált, ism ert diagnosztikum ok b irtokában  alkalm as re - 
konvalescens savók titerének  vagy titerem elkedésének gyors m eghatározá
sára.

A bakteriológiai ku ta tóm unkában  az im m un-tusreakció jól alkalm az
ható  a bakteriális eredetű  vakcináció hatásosságának ellenőrzésére, term é
szetes ellenanyagok gyors m eghatározására, részantigén-rokonság tanu lm á
nyozására, bak térium ok O, K és H -antigénjeinek m eghatározására, vala
m in t a keratoconjunctiv itis pozitív bak térium ok in teracellu láris parazitizm u
sának  egyszerű és gyors identifikálására.
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A szerző új szerodi agnosztikus m ódszert dolgozott ki a kórokozó m ikrobák 
gyors identifikálására. Az új e ljárást, az im m un-tusreakciót, m odellkísérletekben 
összehasonlította a klasszikus tenyésztési módszerrel E. coli dyspepsiae-k, Shi- 
gellák és Salm onellák gyors azonosítására. A párhuzam osan végzett összehason
lító vizsgálatok azt igazolják, hogy az im m un-tusreakció érzékenysége gyakorla
tilag a tenyésztéssel, specificitása pedig az im m unfluorescens technikával egyező. 
Az új e ljá rás kidolgozásának alapvető célja volt az im m unfluorescens technika 
helyettesítése a bakteriológiai diagnosztikában.

Az im m un-tusreakció előnye, hogy a kenetek  festésére a folyékony kínai 
Holló-tus, elbírálásukhoz pedig a norm ál fénym ikroszkóp alkalm as. A festés idő
tartam a 5 perc és egyesíti m agában a direkt, indirekt és a m ódosított indirekt 
festési eljárást.

rierep ÍEK: CpaBHHTeAbHoe HCCAeaoBaHHe mctoäob HMMyHOAorHaecKOH peaKgHH 
c npiiMeHemieM Tyum h BbiceBaHHH a a h  őbicT poro  BbiHBAeHHH BHTepaAbHbix 6oAe3HeTBop- 
HblX ÖaKTepHH.

Dr. P. Geek., V eter .—O b erstltn . d es M ed. D ie n s t e s :

VERGLEICHENDE UNTERSUCHUNGEN DER IMMUNOTUSCHE-REAKTION 
UND DER ZÜCHTUNGSMETHODEN ZUM SCHNELLEN NACHWEIS 

ENTERALER BAKTERIEN
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