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Badania nad odczynem wigzania dopeiniacza i odczynem
hemaglutynacji Middiebrooka i Dubosa przy gruzlicy

Nccnemosanns Haz peaHUMEN CEBA3LIEAHHA HOMNAEMEHTA M HafM
pearuneit remarrmorTuraunu Middlebrook’a » Dubos’a npuw ryGeprynese

Investigations on the Complement Fixation Test and the Middlebrook-
Dubos Haemajglutination Reaction in Tuberculosis

Rozpoznanie gruzlicy metodami serologicznymi opiera sie na odczy-
nie wigzania dopeiniacza (OWD) i hemaglutynacji Middlebrooka
i Dubosa (MD), na co zwrocili uwage Bordet i Gengcu, Was-
sermann, Vizy Laszlo, Stage, Langeron i Hour, Kar-
kadinowskaja, Kwapinski i wspétpracownicy, Rethbard
i wspdélpracownicy oraz wielu innych. '

W pierwszym doniesieniu podajemy tylko czg$¢ opracowanych przez
nas préb. Zamierzamy doprowadzi¢ nasze badanla do duzej ilosci suro-
wic, co bedzie mialo znaczenie praktyczne.

MATERIAL BADAWCZY:

Surowice do badan otrzymare z Kliniki Ftyzjatrycznej Akademii
Medycznej w Lublinie i Sanatorium Przeciwgruzliczego w Adampolu,
oraz innych Klinik Akademii Medycznej podzielono na nastepujgce grupy:
1) surowice od chorych z réznymi postaciami gruzlicy pluc i gruzlicy

pozaptucnej,

2) surowice od chorych na inne choroby wewnetrzne,
3) surowice od oséb zdrowych.

METODYKA PRACY:
a) odczyn wigzania dopelniacza (OWD)

W odczynie wigzania dopelniacza postugiwano sie¢ antygenem przyrzadzonym
wedlug metody podanej przez Vizy Laszlo (6) z wlasng modyfikacja; szczep
BCG brazylijski (otrzymany z Lub. Wy.w. Surowic i Szczepionek), hodowany na
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plynnej pozywece, zabijano w temp. 120°C w ciggu 1!/2 godziny. Nastepnie przeplu-
kiwano wodg destylowana, przesgczajgc przez sgczek bibulowy az do wyjasnienia
przesgczu. Osad pozostawlono do calkowitego wysuszenia, rozbijajge przed tym
wiegksze grudki zlepionej masy pratkéow. Do 1,0 g wysuszonego proszku dodawano
10 ml alkoholu propylowego i umieszczano zawartoé¢ p-obowki w lazni wodnej
o cieplocie 96°C, mieszajac przez 1,5 min, Nastepnie przesgczano przez saczek bibu-
lowy do zlewki, umieszczonej w lazni wodnej o cieplocie 37°C. 5 ml przesgczu doda-
wano do 45 ml wody destylowanej, umieszczonej w kapieli wodnej o cieplocie 62°C,
nastepnie mieszano w 150 ml wody destylowanej, podgrzanej do ciepioty 60°C.

W czasie przeprowadzanych badan, po kilkakrotnych przygotowaniach anty-
genu, okazalo sie, Ze najlepszy antygen uzyskaé mozna z 9—11 dniowej hodowli
BCG, Antygen uzyskiwany'z hodowli starszych okazal sie mniej czuly w odeczynie
wigzania dopelniacza niz uzyskiwany z hodowli miodszych.

Otrzymany antygen, lekko opalizujacy, o stezeniu 1:40 uzywano do odczynu
wigzania dopelniacza po poprzednim podgrzaniu na lazni wodnej o cieptocie 60°C
az do wyjasnienia ptynu, w rozcienczeniach 1:80 do 1:1280, wedlug podanej tech-
niki przez Vizy Laszlo (6) i J Nawrockiego (7). Dla poréwnania war-
tosci naszego antygenu odezyn wykonywaliSmy z antygenem otrzymanym od
J. Nawrockiego.

Surowice inaktywowane w temperaturze 57—60°C rozlewano po 0.1 ml do kaz-
dej préobéwki oraz do probowki kontroli antygenu, dodawano antygen, wedlug roz-
cienczenia i dopelniacz uprzednio wymiareczkowany po 0,5 ml.

Prébéwki po wstrzasnieciu umieszezano w lazni wodnej o cieplocie 37—40°C.
Po 20 min. do kazdej prébowki dodawano sysiemu hamolitycznego: 0,5 ml ambo-
ceptora i 0,5 ml 4% krwinek barana, trzykrotnie przemytych roztworem fizjolo-
gicznej soll, o oznaczonej hemoglobinie. .

Po 20 minutach odeczytano wynik oznaczajac:brak hemolizy w pierwszej pro-
béwee <. w drugiej ++, +-++, itd. zupelng hemolize jako — (minus).

b) odczyn hemaglutynacji Middlebrooka i Dubosa:

Odezyn wykonywano w ten sposéb, ze inaktywowano surowice w lazni wodnej
¢ cieplocie 56°C i przygotowano szereg rozcienczen w roziworze fizjologicznym soli
od 1:8 do 1:512. Do kazdego rozcienczenia badanej surowicy w objetoSci 0.4 ml
dodano po 0,4 ml zawiesiny 0,5 uczulonych krwinek i po uprzednim wstrzasnieciu
wstawiano do lazni wodnej o cieplocie 37°C na dwie godziny. W przeprowadzo-
nych badaniach postugiwano sie krwinkami ludzkimi grupy »0". Krwinki po trzy-
krotnym przemyciu solg fizjologiczng o pH 7.2 uczulono tuberkuling PZH dializo-
wang metodg Fleck a: 5 ml skoncentrowanej tuberkuliny PZH umieszczono w wor-
ku celofanowym z dodatkiem mertiolatu w stosunku 1:10 i dializowano w wodzie
biezgcej przez 48 godzin, Nastepnie tuberkuline dializowano w wodzie destylowa-
nej w ciggu 24 godzin. Dializowang tuberkuline doprowadzano do roztworu izoto-
nicznego przez dodanie soli kuchennej.

Do 0.15 ml trzykrotnie przemytych fizjologicznym roztworem soli krwinek
grupy »0” dodawano 1,0 ml przygotowanego roztworu tuberkuliny, Krwinki uczu-
lano w lazni wodnej o temp. 37°C przez dwie godziny, wstrzgsajae co 10-—15 min.
Nastepnia zawiesing uczulonych Krwinek odwirowywano, osad przemywano trzy-
kroinie roztworem fizjologicznym soli i sporzadzono 0,5 zawiesine.

Kontrole odczynu stanowity:

1. Krwinki grupy ,,0” uczulone, do ktérych dodano roztworu fizjologicznego soli
zamiast surowicy.
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2. Krwinki grupy ,,0" nie uczulone, do kiérych dodano surowice badang.
3. Kontrola surowicy dodatniej,
4. Kontrola surowicy ujemnej,

Wyniki odczynu hemaglutynacyjnego odczytywano po raz pierwszy po dwu
godzinach, nastepnie po wstrzasnieciu pozostawiano statyw w temperaturze poko-
jowej do nastepnego dnia i odeczyiywano aglutynacje krwinek w poszczegdlnych
prébéwkach po raz drugi. Kazda probéwke lekko tracano paleem: w razie wyniku
dodatniego, po wstrzasnieciu probéwki palcem, unosil sie z dna osad i w bezbarw..
nym lub lekko rézowym ptynie zawieszaly sie grudki zlepionych krwinek. W razie
wyniku ujemnesgo, krwinki lezgce na dnie prébéwki w postaci guziczka, po wstrza-
$nieciu rozbijaly sie, tworzac w plynie jednolita zawiesine.

Dla ulatwienia odezytywania aglutynacji krwinek postugiwano si¢ aglutyno-
skopem.

WYNIKI BADAN

Badania surowic pobranych od chorych
na gruzlice

Wsrod 90 surowic omawianych chorych odezyn wigzania dopelniacza
wypad!l dodatnio u 71 chorych (78,9%j, ujemnie u 19 chorych (21,1%b).
Odczyn hemaglutynacji MD u tych chorych wypadl! dodatnio u 69 cho-
rych (76,7%), ujemnie u 21 chorych (23,3%s).

Tabela 1 przedstawia wyniki odczynu wigzania dopelniacza i hema-
glutynacji MD surowic pobranych od chorych z gruzlicg plucng i gruz-
lica pozaplucng. Wiek chorych, OB, obecnos¢ praikéw gruzlicy oraz sto-
sunek wysokosci miana OWD i hemaglutynacji MD do OB i obecnosci
pratkéw.

Ze wzgledu na postaé gruzlicy chorych podzielono na 3 grupy:

I grupa: gruzlica pluc naciekowa — 47 chorych,

II grupa: gruzlica ptuc wioknisto-jamista — 31 chorych,

III grupa: inne postacie gruzlicy ptuc i gruzlica wezléw chionnych —
12 chorych (zaliczono tu: marskosé gruzlicza, gruzlice widknisto-guzkows
ograniczong, gruzlice podostrg przewlekly oraz gruzlice wezléw chlon-
nych obwodowych).

Odczyn wigzania dopelniacza i hemaglutynacji MD w wyzej wymie-
nionych 3 grupach przedstawia sie nastepujaco:

W pierwszej grupie odczyn wigzania dopeitniacza wypadl dodatnio
u 43 chorych (91,5%), ujemnie u 4 chorych (8,5%). Odczyn hemagluty-
nacji MD wypadt dodatnio u 43 chorych (91,5%), ujemnie u 4 chorych
(8,5%v).

W grupie II odczyn wigzania dopelniacza wypadl! dodatnio u 23 cho-
rych (74,2%y), ujemnie u 8 chorych (25,8%). Odczyn hemaglutynacji MD
wypadl dodatnio u 19 chorych (61,3%b), ujemnie u 12 chorych (38,7%4).
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W grupie III odczyn wigzania dopemiacza wypadi dodatnio u 6 cho-
rych (50,0%), ujemnie u 6 chorych (50,0%v). Odczyn hemaglutynacji MD
wypad?! dodatnio u 7 chorych (58,4%0), ujemnie u 5 chorych (41,6%).

Uwzgledniajgc faze rozwojowa zmiany gruzliczej, podzielono chorych
na dwie zasadnicze grupy:

I grupa obejmuje 3 fazy niekorzystne dla ustroju, a wiec faze naciekuy,
rozpadu i wysiewu. W grupie tej bylo 65 chorych.

IT grupa obzjmuje 3 fazy korzystne dla ustroju, a wiec faze wchla-
niania, wléknienia i wapnienia. W grupie tej bylo 25 chorych.

Odczyn wiggania dopelniacza i hemaglutynacji MD w wyzej wymie-
nionych 2 grupach przedstawia sie nastepujgco:

W grupie I odczyn wigzania dopelniacza wypadl dodatnio u 51 cho-
rych (78,5%), ujemnie u 14 chorych (21,5%). Odczyn hemaglutynacji
wypadt dodatnio u 54 chorych (83,1%), ujemnie u 11 chorych (16,9%0).

W grupie II odczyn wigzania dopelniacza wypadl dodatnio u 21 cho-
rych (84,0%), ujemnie u 4 chorych (16,0%v). Odczyn hemaglutynacji MD
wypadl dodatnio u 17 chorych (68,0%¢), ujemnie u 8 chorych (32,0%).

Ze wzgledu na stan og6lny, chorzy podzieleni zostali na trzy grupy:
A, B, C.

A. Chorzy ze stanem ogélnym wyréwnanym, trwajgcym najkrocej
przez 1 rok, z cieplota w granicach prawidlowych, z niskim OB, bez
pratkéw gruzlicy w plwocinie. W grupie tej bylo 11 chorych. Odczyn
wigzania dopelniacza wypadt dodatnioc u 8 chorych (72,7%) ujemnie
u 3 chorych (27,3%). Odczyn hemaglutynacji MD wypadtl dodatnio
u 7 chorych (63,6%0), ujemnie u 4 chorych (36,4%u).

B. Chorzy ze stanem ogélnym chwiejnym, ze stanami podgoraczko-
wymi, podwyzszonym OB, odksztuszajagcy mierne ilosci plwociny, w kto-
rej wykrywano pratki gruzlicy. W grupie tej bylo 68 chorych. Odczyn
wigzania dopelniacza wypadl dodatnio u 57 chorych (83,3%), ujemnie
u 11 chorych (16,2%v). Odeczyn hemaglutynacji MD wypadt u 51 chorych
dodatnio (75,0%), ujemnie u 17 chorych (25,0%u).

C. Chorzy ze stanem ogélnym niewyréwnanym, 7z wysokim OB,
z wysoka gorgczka, odksztuszajacy duze ilosci plwocin,, w ktorej wy-
krywano pratki gruzlicy metoda bezposrednia. W grupie tej bylo 11 cho-
rych. Odczyn wigzania dopelniacza wypadl dodatnio u 8 chorych (72,7%),
ujemnie u 3 chorych (27,3%). Odczyn hemaglutynacji MD wypadl do-
datnio u 10 chorych (90,9%0), ujemnie u 1 chorego (9,1%).

Badania surowic pobranych od chorych
na inne choroby wewnetrzne
Przebadano 44 surowic pobranych od chorych, u ktérych ustalono
rozpoznanie: biataczka 4 chorych, bruceloza 8, cukrzyca 4, dychawica
oskrzelowa 6, nowotwoér pluca 4, ropien pluca 5, twardziel 7 i ziarnica
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zlo§liwa 6. Odczyn wigzania dopelniacza wypadt dodatnio u 9 chorych
(20,5%0), ujemnie u 35 chorych (79,5%). Odczyn hemaglutynacji MD
wypadt dodatnio u 7 chorych (15,9%), ujemnie u 37 chorych (84,1%).

Wysoki procent wynikéw mozna tlumaczyé nieswoistoscig odczynow
albo tym, ze u niektérych chorych proces chorobowy, toczacy sie w we-
ztach chlonnych, przebiegal roéwnoczesnie z procesem gruzliczym, np.
u chorego K. Z. u ktérego w czasie przebiegu ziarnicy ztosliwej wyhodo-
wano pratki kwasooporne. U chorych tych proces gruzliczy moégt byé¢
nieczynny, w postaci ogniska pierwotnego.

Badania surowic pobranych od os6b zdrowych
klinicznie

Przebadano 120 surowic pobranych od oséb klinicznie zdrowych.
Odczyn wigzania dopelniacza wypadt dodatnio w stosunkowo niskich
mianach u 7 o0s6b (5,8%v), ujemnie u 113 o0s6b (94,2%). Odczyn hemaglu-
tynacji MD natomiast wypadl dodatnio podobnie jak OWD w niskich
mianach u 10 oséb (8,3%¢), ujemnie u 110 o0séb (91,7%o).

Wyniki otrzymane w naszych badaniach sg zgodne z wynikami innych
autorow.

Wykonujac odczyn wigzania dopelniacza przy gruzlicy Stage®)
otrzymal 98,0%/s wynikéw dodatnich, Vizy Laszlo 83,0%. Inni
autorzy od 58,4%0 dn 86,0% wynikéw dodatnich. Wykonujac zas odczyn
hemaglutynacji MD w diagnostyce gruzlicy Rothbard**) i wspétauto-
rzy otrzymali 88,2% do 100,0°%s wynikéw dodatnich, Kwapinski
i wspélautorzy 93,0« M omm ik **) 76,7%.

OMOWIENIE KONCOWE

Przebadano 90 surowic pobranych od chorych z rdéinymi postaciami
gruzlicy. Odczyn wigzania dopelniacza wypadl dodatnioc w 78,9%s,
a odczyn hemaglutynacji MD w 76,7%b.

Odczyn wigzania dopelniacza przewyzszyt w naszych badaniach odczyn
hemaglutynacji MD przy gruzlicy wtoknisto-jamistej o 12,9%.

Odczyn hemaglutynacji wypad! dodatnio o 8,4% w wiekszej ilosci
przypadkéw w innych postaciach gruzlicy. W gruzlicy naciekowej
obydwa odczyny wypadajg dodatnio w tej samej ilosci surowic.

Odczyn wigzania dopelniacza w 120 przebadanych surowicach pobra-
nych od o0s6b zdrowych, wypadl dodatnio w 5,8%, a odczyn hemagluty-
nacji MD w 8,3%,.

*) cyt. wg Laszlo V.
**) cyt. wg Slopka S.
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Na 44 przebadanych surowic, pobranych od 036b z innymi chorobami
wewnetrznymi odezyn wigzania dopelniacza wypadl dodatnio w 20,5%b,
a odezyn hemaglutynacji MD w 15,9%b.

Streszczajac powyzsze badania, mozemy wyciggngé wniosek, ze odezy-
ny: wigzania dopelniacza i hemaglutynacji MD mogg oddaé ustugi jako
uzupelniajace badania w rozpoznawaniu schorzen gruzliczych.
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PE3IOME

[Ipn npuMeHeHMM CepOJIOrMYECKHX METONOB, a MMEHHO: peaKuuu
CBA3BIBANMA KOMIJieMeHTa M peakuun remarrmoriranun Middlebrook’a
n Dubos’a aBropamn Geuto o6cieftoBauo:

1. 90 crhiBOpoTOK, B3ATHX OT GOJBHBIX pasHuMH (QopMamu TyGep-
Kynesa JerkKux, a Take BHejerouaoro Tybepryinesa. Peaxknusa
CBASLIBAHMA KOMIJIEMEHTA 0Kazajlach IOJOMUTENbHOR ¥ 71 Goiib-
HuiX (78,9%), a peakuua remarrinornaannu Middlebrook’a u Dubos’a
y 69 Gompnuix (76,7%).

2. 44 CHIBODOTKH, B3ATHie OT GONBHEIX pasHbLIMU JIDYTUMMH BHYTDEH-
HUMH Goaesnamu. JlomomkuTtenbHuill pes3yidbTAT peakUWu CBA3bI-
BaHMA KoMIuIeMeHuTa GbiT DodIydeH y 9 GonbHuX (20,5%), a peaknuu
remarrmotnHagun Middlebrook’a u Dubos’a y 7 6oapnpix (15,9%).

3. 120 cHBOPOTOK, B3ATHIX OT JHI KINHUYECHH 3H0poBHIX. Peak-
IUs CBASLIBAHHUA KOMILIEeMeHTa ORIa NOJIOMKHUTEIbHA NPU CPABHH-
TeJIbHO HU3KMX TuTpax y 7 aun (5,8Y), a peakuus remMarriioTH-
sBauuu Middlebrook’a u Dubos’a y 10 mun (8,3%).

Pearnuus cBA3HBaHMA KOMINIEMEHTA NPAMEHANACh ¢ AHTUI'EHOM, NpH-
TOTOBJEHHBIM 1[I0 MeTORy, HpexcraBieHHoMy Jlamumo V. (1951), ¢ co6-
cTBeHHO Monndukanueit apropoB us mramma BCG Gpasuiuiickoro.

Pearnua remarrmoruuanun Middlebrook’a n Dubos’a npumeusnace
€ aHTHUIEHOM, IPUrOTOBIEHHBIM 110 MeToNy onyb6aukoBanHomy O aexom JIL
(1953).
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SUMMARY

Samples of blood serum taken from 90 patients with various forms
of tuberculosis of lungs and other organs were investigated by means oif
serological methods of complement f{fixation and Middlebrook-Dubos
haemagglutination. The complement fixation test was positive in 71
(78.9 per cent) patients, and the Middlebrook-Dubos haemagglutination
reaction in 69 (76.7 per cent).

44 sera were taken from patients suffering from other internal dis-
eases The complement fixation test was positive in 9 patients (20.5 per
cent), and the haemagglutination reaction in 7 patients (15.9 per cent).

120 sera were taken from clinically healthy persons. The complement
fixation test was positive in relatively low titers in 7 persons (5.8 per
cent), and the haemagglutination reaction in 10 persons (3.3 per cent).

The complement fixation test was performed with an antigen pre-
pared from the BCG Brazil strain according to V. Laszlo (1951) in the
authors’ own modification.

The Middlebrook-Dubos haemagglutination reaction was performed
with an antigen prepared according to L. Fleck (1953).
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