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Probatory Use of the Haemagglutination Reaction
for Diagnostic Purposes in Brucellosis

Cdczyn hemaglutynacji odgrywa duZa role w diagnostyce
wirusologicznej. Wykorzystane przez Hirsta zjawisko hemaglu-
tynacji (czynnej), polega na adsorpcji ciatek elementarnych wirusa,
na powierzchni krwinek i zaistnieniu procesow enzymatycznych,
wigzacych wirus z krwinkami i doprowadzajacych do zlepiania sie
i opadniecia na dno grudek krwinkowych. Middlebrook
1 Dubos wykorzystali zjawisko hemaglutynacji (biernej), wyste-
pujgcej pod wplywem zawartych w surowicy przeciwcial, do
diagnostyki gruzlicy. Krwinki uczula sie frakcjg wielocukrowa
pratkow gruzlicy (tuberkuling) i w rozcienczeniach poddaje sie
dzialaniu surowicy ludzi czy zwierzgi zakazonych. Obecne w suro-
wicy przeciwciala wywoluja aglutynacje krwinek, uczulonych
antygenem gruzliczym.

Wrykonalismy najpierw probe zastosowania odczynu Dubosa-
Middlebrooka, do diagnostyki nosacizny. Do uczulenia krwinek
barana uzyto maleiny pulawskiej w rozcienczeniu 1:2. Badane
surowice reagujace dodatnio w odczynie wigzania dopelniacza na
nosacizne, wykazaly dodatni wynik odczynu hemaglutynacji
w mianie 1/16 do 1/512. Surowice ujemne (kontrolne) nie wywo-
lywaly dodatniego odczynu hemaglutynacji. Mozna zatem zaleci¢
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odczyn hemaglutynacji do diagnostyki serologicznej nosacizny.
Proby zastosowania tego odczynu dia rozpoznania tularemii (do
uczulania krwinek uzyto tularyny i antygenu do wiazania dopel-
niacza), i gorgczki Q (antygen do odczynu wigzania dopeilniacza
normalny i rozbity ultradzwiekami) wypadly ujemnie. To samo
tyczy sie prob hemaglutynacji przy salmonelozie. Najbardziej
jednak interesowala nas sprawa odczynu hemaglutynacji przy
brucelozie ludzi i zwierzat.

Metodyke badan opracowano na podstawie metody hemaglu-
tynacji wedlug Sohiera i Gernez-Rieux, ktorzy zmodyfikowali
odczyn Dubosa — Middlebrooka.

Technika badan: do uczulenia krwinek barana uzyto antygenu Brucella
abortus bovis, otrzymanego w naszym Zakladzie, podlug przepisu Dubrowskiej
z malq modyfikacjg. Sposob otrzymania antygenu: 3-dobowa hodowla agarowa
Brucella abortus bovis, splukana plynem fizjologicznym, odwirowana, przeptu-
kana trzykrotnie jalowym roztworem fizjologicznym soli kuchennej, poddana
zostala dezintegracji acetonowej. W tym celu przemytg mase bakteryjna
traktowano trzykrotnie zimnym (—7° C) bezwodnym acetonem a nastepnie
dwa razy zimnym eterem w objetosci dziesig¢ razy wiekszej niz masa bakte-
ryjna. Ptyn od bakterii odzielano za pomoca szybkiego wirowania przez 1-2
minut przy 2000 wobr./min. Po ostatnim wirowaniu osad suszono pod niskim
cisnieniem (25 do 30 mm Hg) w temperaturze 20° C. Otrzymano suchy proszek
koloru kremowego, stabo rozpuszczalny w wodzie na zimno. Proszek ten pod-
dano 24 godzinnej ekstrakcji 5% kwasem trojchlorooctowym, po czym oddzie-
lono czesci stale od wyciggu przez odwirowanie plynu przy 1600 obr./min.
w ciggu 10 minut. Osad odrzucono, plyn po 48 godzinnej dializie zageszczono
pod zmniejszonym ci$nieniem w temp. 38 do 40° C. do polowy objetosci. Zagesz-
czony wyciagg zadano 96%. etanolem w stosunku 1:4. Po 24 godzinach wytracony
tym postepowaniem osad oddzielono od plynu przez wirowanie, Osad przemyto
alkoholem, acetonem i eterem, nastgpnie zadano 1/10 N kwasem octowym
i podgrzewano na wrzgcej laini wodnej przez 4 godziny. Otrzymany osad
oddzielono od plynu wirujgc plyn. Osad odrzucono. Ptyn poddano 4 godzinnej
dializie, po czym uzyto do odczynu hemaglutynacji. Plyn daje pozytywne reak-
cje na weglowodany Molischa i bialko-biuretowa prébe Piotrowskiego.

Frakcje tg nazwano frakcja wielocukrowo-biatkows. Uczulanie krwinek
barana: do 0,15 ml krwinek pobranych najpéiniej przed 48 godz. dodaje sie 5
ml roztworu frakcji wielocukrowo-biatkowej i po wymieszaniu wstawia sie na
dwie godziny do lazni wodnej o temp, 37° C. Krwinki uczulone przeplukuje sie
trzykrotnie roztworem fizjologicznym i rozcienc4a do zawiesiny 1% Surowice
inaktywowane w ciggu 30 minut w temperaturze 56° C rozcieiicza sie w mia-
nach 1/2 do 1/156; do kazdego rozcienczenia dodaje sie po 0,05 ml 1%/, zawiesiny
uczulonych krwinek barana. Wyniki odczytujemy po dwu godzinach trzymania
w lazni wodnej w temp, 37° C. Za wynik dodatni przyjmujemy aglutynacje
czerwonych krwinek w mianie 1/8 i wyzszych,
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Wyniki pierwszego doswiadczenia przedstawia Tab. Nr 1.

Sterzl (1952) oglosit prace o wynikach odczynu hemagluty-
nacji w brucelozie. Wykonywatl on odczyn wedlug nastepujacej
metody:

Uczulanie krwinek: 0,3 ml przeplukanych trzykrotnie krwinek barana oraz
20 ml roztworu antygenu (frakcja wielocuknowo-bialkowa) umieszcza sie na
2 godz. w lazni wodnej o temperaturze 37° C. Nastepuje odwirowanie, przemy-
wanie plynem fosforo-fizjologicznym i rozcienczanie do roztworu 93,5%. Surowice
inaktywowana rozciencza sie od miana 1/2 do 1/512 dajgc po 0,5 ml; nastepnie
dodaje sie 0,5 ml krwinek uczulonych. Przy kazdej surowicy sa dwie kontrole:
i} 0,5 m! sumowicy 1/4 oraz 0,5 ml krwinek nie uczulonych, 2) 0,5 ml roztworu
fizjologicznego oraz 0,5 ml krwinek uczulonych,

Tab. Nr 1 przedstawia wyniki porownawcze po zastosowaniu
naszej metody hemaglutynacji (przy uzvciu antygenu biatkowo-
wielocukrowego otrzymanego metoda Dubrowskiej) i metody
Sterzla.

Jak wida¢, odczyn hemaglutynacji pokrywa sie z wynikami
odczynu aglutvnacji i wigzania dopelniacza. Porownujgc obie meto-
dy wykonania odczynu hemaglutvnaciji, stwierdzi¢ mozna, ze nasza
metoda jest bardziej czuta, anizeli metoda uzyta przez Sterzla.

Otrzymawszy tego rodzaju wyniki wstepne, postanowilismy
przebada¢ odczyn hemaglutynacji w brucelozie na wiekszym
materiale surowic dodatnich i kontrolnych przy uzyciu roéznych
antygenow, aby przekona¢ sie, czy odczyn jest swoisty. Do uczu-
lania krwinek barana uzyto 4 antygendw.

I. Frakcja bialkowo - cukrowa Brucella abortus bovis,

II. " bialkowa " " "

II1. " cukrowa " " "

IV. 0,5% antygen Brucella abortus bovis stosowany przy
OWD*),

Powyisze trzy frakcje otrzymane zostaly z hodowli Brucellu abortus bovis.
Materialem wyjsciowym byl wyzej opisany acetonowy dezintegrat brucelli,
z ktorego frakcje I bialkowo-cukrowa ofrzymano droga hydrolizy kwasnej przy
zastosowaniu 5% kwasu trojchlorooctowego. W tym celu dezintegrat zadano
kwasem iréjchlorooctowym 5% i pozostawiono w temperaturze pokojowej przez
24 godziny. Po uplywie tego czasu roztwoér wirowano, osad odrzucono, piyn
poddano 36 godzinnej dializie w obecnosci toluolu. Po dializie ptyn zageszczono
w temp. 37 do 40° C pod zmniejszonym cisnieniem (20 do 40 mm Hg) do 1/3
objetosci poczatkowej. Zageszczony plyn zadano 5-krotng objetoscig 98%
etanolu. Po 24 godzinach oddzielono stracony osad od plynu przez winowanie.

*} Odczyn wigzania dopelniacza,
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Osad przemvto alkoholem, acetonem i eterem oraz wysuszono w wakuum-
eksikatorze w temp. 20° C. Otrzymano suchy proszek koloru biatego, ktéry
w wodnych roztworach daje dedatnie reakcje ogdlne na biatko i cukry (Piot-
rowski, Heller, Molisch). Proszek ten nazwano frakcjag I bialkowo-cukrowa.
Frakcje II i III otrzymano z rozbicia frakcji bialkoworcukrowej, stosujac tagodna
kwasng hydrolize. Frakcje I zadano N/10 kwasem octowym w stosunku 1:100
i podgrzewano przez 4 godziny na wrzacej lazni wodnej, po czym odwirowano.
Osad przemyto wodg, alkoholem, acetonem i eterem, a nastegpnie wysuszono
w wakuum-eksikatorze., Otrzymany bialy proszek w rnoziworze daje silne
reakcje na biatko (biuretowa Piotrowskiego, Heilera sulfosalicylowa) oraz slaba
reakcje na weglowodany Molischa. Osad ten jest frakcjga II, nazwang biatkowa.
Piyn zadano bezwodnym acetonem w stos. 1:5, Po 24 godzinach ptyn odwiro-
wano. Osad po przemyciu alkoholem, acetonem i eterem wysuszono w temp.
20° C w wakuum-eksikatorze. Suchy proszek koloru kremowego w roztworze
wodnym daje silny odczyn na weglowiodany Molischa i slaby na biatka Piotrow-
skiego. Ten osad jest frakcja III nazwang frakcjg cukrowa.

Antygen stosowany do odczynu wigzania dopelniacza otrzymano w naste-
pujacy spioséb: 3 -4 dniowa hodowle Brucella abortus bovis splukuje sig 10 ml
0,85%0 roztworu soli kuchennej, zawiesing wstrzasa sie przez 24 godzin z perel-
kami szklannymi, po czym gotuje sie przez 20 minut na laZni wodnej. Po ostu-
dzeniu, zawiesine sjczy sie przez azbest; plyn o bursziynowym zabarwieniu
po wymiareczkowaniu jest uzywany do odczynu wigzania dopelniacza.

Tah. Nr 2 i 3 przedstawiaja wyniki odczynu hemaglutynacji
Z r6znymi antygenami (I, II, III, IV). Dane Tab. Nr 2 i 3 wykazujg,
ze antygen OWD wywoluje hemaglutynacje z surowicami dodat-
nimi w wysokich mianach: 1/64, 1/128, réwnoczesnie pozostale
antygeny uzyskane chemicznie (I, II, III) wywoluja odczyn hema-
glutynacji w niskich mianach: 1/8, 1/i6, 1/32, albo nawet daja
wyniki ujemne. Antygen OWD (IV} wywoluje jednak zjawisko
hemaglutynacji rowniez z surowicami ujemnymi {lub co najwyzej
watpliwymi) w mianach 1/32, 1/64 i wyzszych. Te fakty wskazuja
na nieswoistos¢ odczynu hemaglutynacji przy uzyciu na pozor
bardzo czutego antygenu OWD (IV). Antygeny I, I, III, zachowuja
sie z surowicami ujemnymi bardzo swoiscie, ujemnie lub watpliwie.

Aby wyjasni¢ sprawe swoistosci odczynu hemaglutynacii,
zastosowano wysycanie surowic krwinkami barana.

t ml surowicy inaktywowanej z dodatkiem 0,2 ml przemytych krwinek ba-
rana wstawiono na 2 godziny do cieplarki, mieszajac przez potrzgsanie co 15
minut. Nastepnie odwirowano krwinki i surowice uzywano do badan.

Wryniki wykonanego odczynu hemaglutynacji z surowicami
wysyconymi przedstawia Tab. Nr 4. Dane tej tabeli wskazuja na
nieswoistosé¢ odczynu hemaglutynacji z surowicami wysyconymi
przy zastosowaniu antygenu. '
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Zanim przejdziemy do wnioskéw z badan wlasnych, przyto-
czymy wyniki badan innych autoréw. Sterz1 doszedt do wniosku,
ze odczyn hemaglutynacji ma pewna wartos$¢ rozpoznawcza w sta-
nach przewleklej brucelozy. Carrer i Roux przebadali 28
surowic owczych, w tym 20 dodatnich w odczynie Wrighta (1/300),
oraz 8 surowic ujemnych i 11 surowic ludzkich ujemnych. Odczyn
hemaglutynacji wypad! z wszystkimi surowicami dodatnimi ujem-
nie, w trzech wypadkach wypadt dodatnio z surowicami ujemnymi.

Whnioski

Z badan wiasnych oraz ze skapych danych pismiennictwa
wynika, ze czutos¢ i swoistos¢ odczynu hemaglutynacji przy bruce-
lozie zalezy w gléwnej mierze od antygenu uzywanego dla uczule-
nia krwinek. Najlepsze wyniki otrzymano przy uzyciu frakcji
zwanej biatkowo-wielocukrowsa otrzymanej wedlug metody Dubrow-
skiej w naszej modyfikacji. Najmniej swoistym okazal sie antygen
uzywany przez nas do OWD (wyciag wodny Brucella abortus
bovis). Frakcje bialkowo-cukrowa, biatkowa i cukrowa uzyskane
przez nas okazaly sie malo czule i malo swoiste. Prawdopodobnie
daleko idace oczyszczanie antygenu powoduje utrate swoistosci,
co wyraza sie tym, ze frakcja otrzymana przez nas nie stracana
acetonem, a tylko poddana krétkiej dializie, jest czula i swoista,
natomiast wytracony acetonem z tej frakcji wielocukier (frakcja
II) jest stosunkowo malo czuty i malo swoisty.

Odczyn hemaglutynacji moze by¢ zatem uzyty do diagnostyki
brucelozy, przy uzyciu frakcji antygenowej otrzymanej przez nas,
nazwanej frakcja wielocukrowo-bialtkowa, jako odczyn uzupetnia-
jacy odczyn Wrighta i OWD. Odczyn wymaga dalszych badan na
wiekszym materiale ludzkim i zwierzecym.
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PE3I0OMLE

113 cobeTBENHBIX HCCIEMOBAHIIL, 4 TaK&e 113 BechMa CRYIHBIX
JAlIBIX, HMENUIXCH B Hayunoii Jgnteparype ciegyer, YTo YVBCTBH-
TCJIBHOETh 1 CHEIUQUUYHOCTL FeMATITIIOTHHAIHOHHOH peakiul 1pH
Opynenése 3aBHCHT IIaBHBIM 00pa30oM OT AHTHreHA, KOTOPHIM 10Ib-
3VIOTCH [LIf VCIUIeHUsA YVBCTBHTEILHOCTII KPOBANBIX Tedell. (CaMvnbie
AVULIIe Pe3VIbTathl MOMYYAIOTCH NPT HOMONU (Pparinu, uMenyeMoi
Oe/IKoBO-1IO/IHCAXapIIHOIMH, Mo TyYeHHoil 110 MeTony dy0poBckoii ¢ na-
meii Momirpuranueii., Menbile Bcero ctielli)IYHBIM OKA3AICH AHTH-
rel, YHOTpeOasieMblif HaMM I peariill CBA3BIBAHUA KOMILICMEHTa
(Bopmelil akcrpart Brucella abortus bovis). Beakopo-caxapuast, oei-
ROBasA 1 caxapuas (pakiui, IOJYYeHHBIC HAMI, OKa3aIlch ¢Iabo
YYBCTBHTEILHBL H Mamdo cueituunnl. CIOMIIKOM CHIbHOE, [IOBUIH-
MOMY, OYHIHIAHIIEe AHTHIEHA BBI3LIBAET VTPATY HM CHCIH()HYHOCTH.
(Pparuis HPH IOMOINH AlETOHA, a HOIBepPruyTas JHIL KpPaTKOBpe-
MCHHOMY AHAaINI3Y, ABISIETCH YVBCTBHTEABLHON 1 criegqunumnoii, mocae
e HnpelHHuTamiiy 13 Hed HPIH HOMOI  areTona mnolcaxapuga
(pparnua 1II) cTaHOBATCH ViKe CPABHHTEILHO ¢1a00 UVBCTBITEIILHOL
M Majgo clellpuyIHoIlL.

CiezoBarelbHo, TeMarTJIOTHHAINMONHAM PCARIIIS MOMKeT OHTH
IICMO:1b30BAHA M pacno3HaBalld Opvielr1ésa npu yiorpebiaeHin,
HOJIVYCHHO{l HaMIll, aHTHreHOBOI (@pakruil, HMeHyeMoil §eIK0BO-IIO-
mcaxapujinoi paknmeill B KauecTBe PpeaknMi, XONOAHsAIMEl pe-
arnuio Paiita 1 peakulm CBH3BIBaHHA KOMIUIEMEHTA. JTa pearuus
Tpedver ene JalbHENMIMX HccaeoBaHHil, 0a3NPYIOIIMXCS YiKe Ha
00:1bHICM YeI0BEYECKOM H KHBOTHOM MaTeplaie.
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SUMMARY

The authors’ own research as well as the scanty data in the
literature of the subject lead to the conclusion that the sensitivity
and specificity of the haemagglutination reaction depend chiefly
on the antygene used to sensitize the blood corpuscles. Best results
were obtained by using the so-called albumino-polysaccharoid
fraction prepared according to the method of Dubrowska in the
authors’ modification. Least specific proved the antygene used by
the authors for complement fixation test (water extract of Brucella
abortus bovis). The albumino - saccharoid, albuminous, and saccha-
roid fractions prepared by the authors proved little sensitive and
little specific. It is possible that a far-reaching purification of the
antygene causes the loss of its specificity; this is illustrated by the
fact that the fraction obtained by the authors, if not precipitated
with acetone, and only subjected to a short dialysis, is sensitive
and specific, while a polysaccharoid (fraction IIl) precipitated
from that fraction with acetone, is comparatively little sensitive
and little specific.

The haemagglutination reaction can be used for diagnostic
purposes in brucellosis as supplementary to Wright's reaction and
complement fixation test. To that purpose there should be used the
antygenic fraction obtained by the authors, and called the albumino-
polysaccharoid fraction. This reaction needs further research. based
on a bigger human and animal material,
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Tabela t

Nr oczyn Odczyn hemaglutynacji P-2

badane] aglutynacyJjny 0.¥.D.

surowicy wrights metoda wlasna S'::::g:
;;{,g;::’ 1 1/50 - 1/8 1/8
e 2 1/100 ¥ 1/8 -
- . 3 1/50 - 1/8 1/16
- . a 1/800 + 1/32 1/8
- . 5 1/200 + 1/8 -
- 6 1/100 + 1/8 1/16
. 2 1/400 * 1/32 1/16
- "o 8 1/400 * 1/16 1/16
.t 9 1/100 - 1/32 1/32
.- 10 1/a00 + 1/16 -
- " 1/200 [ 1/8 1/8
- . 12 1/100 + 1/16 1/8
... 13 1/800 + 1/8 -
... “ 1/50 + 1/8 1/8
-t . 15 /100 + 1/16 1/8
- . 16 1/100 + 1/8 -
... 12 1/400 + 1/64 1/16
-t - 8 1/200 + 1/16 1/8
- 19 1/50 + 1/8 1/8
-" - 20 1/100 + 1/16 1/18
S RLe” a2 1/100 + 1/8 /8
-~ - 2u2a 1/800 + 1/64 1/16
.- 2029 1/200 + 1/32 1/16
- 243y 1/50 + 1/16 1/8
.- 2451 1/200 + 1/32 1/8
Yontrolne - . - .
- 2 - - - -,
- " . 3 - - - -
- . 4 . - - -
... 5 - - - -
.- 2 - - - -













