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W sprawie odczynu aglutynacji i wigzania
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Concerning the Agglutination and Complement Fixation Reaction
in Complex Diagnosis of Brucellosis

Wprowadzenie do diagnostyki brucelozy ludzi i zwierzat,
odczynu aglutynacyjnego stworzylo podstawy dla prawidlowego
rozpoznawania tej choroby. Odczyn ten znany jest pod nazwa
odczynu Wrighta. Naszym zdaniem odczyn ten powinien nosic¢
nazweg Wrighta i Klobouka ze wzgledu na fakt rdéwnoczesnego
zastosowania go przez obu autoréw. Kiedy w poczatkach badan
wydawalo sig, Zze odczyn aglutynacji wystarczy dla rozpoznawania
brucelozy, to w wyniku dalszych badan stalo sie jasne, Zze oparcie
diagnostyki brucelozy tylko na odczynie aglutynacji, jest niewy-
starczajgce. Jako jedni z pierwszych Legezynski, Grycz
i Ratomski wprowadzajg do diagnostyki brucelozy odczyn
wigzania dopeliacza (OWD). Badania te prowadzili dalej Grycz
i . Teklinski, Grycz Soiltys i Zylbertal Autorzy
ci wykazali w swoich badaniach zgodno$¢ odczynu aglutynacyj-
nego i OWD w 88,66%. Wyniki czesciowo niezgodne (watpliwy
jeden odczyn a ujemny lub dodatni drugi) zauwazono w 8,51%,
a wyniki catkowicie rozbiezne (ujemne w jednym odczynie a do-
datnie w drugim) w 2,83%. Przeprowadzone przez nas badania
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poréwnawcze nad odczynem aglutynacji i wigzania dopelniacza
wykazaly zgodno$¢ wynikéw w 93,7% (Parnas i Stepkow-
ski, 1948). Czarnowski (1950) stwierdzit r6wniez, ze wyniki
odczynu wigzania dopelniacza uzupeilniajg wyniki aglutynaciji.
Witte (1943) podaje, ze odczyn aglutynacji i odczyn wigzania
dopelniacza pokrywajq sie ze sobg w 96%, Wagner®*) (1937
w 93%, Hecke™) (1940) w 94%, Poppe®) w 81%., Laktio-
now i Markow spostrzegli w 16,8% dodatni wynik agluty-
nacji przy ujemnym wyniku odczynu wiazania dopelniacza, za$
w 35% dodatni odczyn wiazania dopelniacza przy ujemnej aglu-
tynacji. Lentz®*) obserwowat az w 40% dodatnie odczyny wia-
zania dopelniacza przy ujemnej aglutynacji. Do roku 1944 odczyn
wigzania dopelniacza stosowany byl u nas rzadko, a rozpoznawa-
nie brucelozy ludzi i zwierzat oparte bylo wylacznie na aglutyna-
cji. Naszym zdaniem jest to miedzy innymi jedna z przyczyn tak
rzadkiego ujawniania brucelozy ludzi w naszym kraju w tym okre-
sie. Wprowadzenie do diagnostyki brucelozy odczynu alergiczno-
skornego Burneta i indeksu fagocytarnego Huddlesona, stanowi
waziny krok naprzéd. W naszym kraju wprowadziliSmy stosowa-
nie tych odczynéw wspdlnie z Zylbertalem (Parnas 1938,
Zylbertal 1938). W ZSRR wypracowano kompleksowg metody-
ke rozpoznawania brucelozy oparta na odczynie aglutynacji, wig-
zania dopelniacza, odczynie Burneta i indeksie fagocytarnym.
Ta kompleksowo$¢ badan umozliwila doprowadzenie do nalezyte-
go stanu stopnia ujawniania nosicieli brucelli wérod ludzi i zwie-
1Zat. Metoda kompleksowego rozpoznawania brucelozy jest wpro-
wadzona przez nas i umosliwia zastosowanle pemego wyniku
badawczego u ludzi. W masowej diagnostyce brucelozy zwierzat
wprowadzono na nasz wniosek odczyn wiazania dopelniacza.

Wykonano w naszej pracowni 10571 odczynéw aglutynacji
i wigzania dopelniacza u bydia i 987 odczynéw aglutynacji i wia-
zania dopelniacza u ludzi. Zebrany material poddano analizie sta-
tystycznej celem wyjasnenia w jakich warunkach i w jakim stop-
niu odczyn wigzania dopelniacza uzupeinia lub poprawia odczyn
aglutynacji. Dane te obrazuja ponizej zamieszczone tabele.

Tabela I daje porownanie wynikéw odczynu aglutynacji i wig-
zania dopelniacza u bydla.

*) Cyt. wg poz. 6 pismiennictwa.
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TABBLA I

A EXIISCSIIELFISSLIFIrSICICSEISITTIISLSCICRRTTITFELLITITCMN
Saaeat 10571 W 100% Fyolk
3 )
sguynacss | lutenis | 05 il A T

- - 8900 84,20 -
1125 - 637 6,03 -
1t 50 T 207 1,56 ?
I | om]
1325 . 235 2,23 .
1250 . 91 0,87 .
11
iy . 283 2,67 .

- . 8 0,07 3
1325 ? 9% 0,91 -
1150
1 wyrey > 9 0,07 ?

z 7 31 0,29 -

Razenm 10571 100%

Razem /-/ : 9664 /91,43%/

Razem /+/ 1 691 / 6,53%/

Razem /7/ t 216 / 2,04%/ s /? bez OKD » 307 1/
Aglut./e/ s 357 Aglut. « OWD

OWD /+/ 3 617 razem 1 283

Legenda

Wykaz statystyczny odczynéw aglutynycji 1 wigzania do-

pelniacra ¢ kierunku brucslozy - wykonanych u bydia,

Jak widaé z przytoczonej tabeli, na 10571 préb wykonanych
u bydla bylo 8900 (84,20%) zgodnych (wyniki ujemne). W 637
przypadkach miano aglutyancji wynosito 1/25, co moglo wzbudza¢
pewne podejrzenie zakazenia, jednakze odczyn wigzania dopelnia-
cza wypadl ujemnie, co zadecydowalo o ujemnym wyniku bada-
nia (6,03%). W 96 przypadkach odczyn aglutynacji wypadt dodat-
nio (miano 1/25), a odczyn wigzania dopelniacza wypadl watpli-
wie, co wplynelo na ujemny wynik badania {0,91%). W 31 przy-
padkach odczyn aglutynacji wypad! ujemnie, za$ odczyn wigzania
dopelniacza watpliwie, co w sumie dalo ujemny wynik badania
(0,29%0). W 691 przypadkach (6,53%), oba odczyny wypadly zgod-
nie dodatnio. Najciekawsza jest grupa wynikow watpliwych, ktéra
stwarza w codziennej diagnostyce pewne trudnosci. Na podstawie
odczynu aglutynacji uzyskano wynik watpliwy w 307 przypad-
kach, natomiast przy uzyciu odczynu aglutynacji i odczynu wia-
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zania dopelniacza zmniejszono pozycje wynikéw watpliwych
do 216 (2,04%). Jak wida¢ z powyzszego, odczyn wigzania dopel-
niacza stanowi cenne uzupelnienie odczynu aglutynacji w diagno-
styce brucelozy. Zamieszczona tabela II przedstawia wyniki podob-

nych badan u ludzi.

TABELA II

Mierzejewska

fE====3=3cs

Odczyn
Aglutynacja wigzania 987 100% Wynik
dopelniacza ostateczny
- - 801 81,15 -
1125 - 16 1,62 -
1 3 50 - 26 2,64 ?
1 e 100 - 34 3,45 .
e - 5 0,51 .
1325 . 2 0,20 13
1550 . 5 0,51 .
13 %88 . 37 5,76 .
i . 39 5,95 .
- . 11 1,11 .
N f°5° ? 2 0,20 ?
: ;y;gg ? 3 0,30 .
- ? 2 0,20 -
¢ mﬁg°' 3 0,30 ?
- ity X 0,10 -
Razem | 987 100%
Ragem /-/ ¢ 801
Ragem /+/ s 136
Razem /2/ ¢ 31 ¢ /? bez OWD 33/
Razem /e/ ¢ 136
Aglut,/+/ ¢ 118
OWD / «/ ¢+ 94
ggodnych s 76

Legenda

Wykag atatystyczny odczynéw aglutynacji i wigzania do-
velniacza w kierunku brucelosy wykonanych u ludzi «

W 801 przypadkach oba odczyny serologiczne byly zgodnie
ujemne. W 136 przypadkach oba odczyny byly zgodnie dodatnie.
Wyniki watpliwe znalazly wyjasnienie w odczynie wigzania dopel-







94 J. Parnas, H. Theile, A. Koslak i 1. Mierzejewska

reagujacych dodatnio uzyskano zgodnos¢ zupelng obu odczynéw
w 60%, zgodnoé¢ cze$ciowa w 27%, niezgodno$é zupeilng w 13%.
Autorzy stwierdzajg, ze przy stosowaniu tylko jednego z odczynéw
serologicznych, istnieje mozliwo$¢ pominigcia okolo 14% zwierzat
zakazonych. Cyfry te méwia same za siebie. Jezeli polaczyé olbrzy-
mi material badawczy Ratomskiego i wspolpracownikéw oraz

TABELA 1V

aglutynacja w
zcieficzeniy 50 so] 100| 200 | 400| 800 (1600 | 3200|Razem
0.9.D urowicyl 0.%.D.

ujemne/-/ 25583 | lea S4 24 11 S 3 - 25844
wgtpliwe/t/ 117 83 42 7 S 1 - - 255
dodatnie/+/ 69 58 69 13 9 3 - - 221
silnie dodatnie/+s/ 70 il8 330 196 177 175 42 10 1118

Razem zglutynacja 25839 | 423 (495 | 240 | 202 | 184 |45 |10 27438

nasz, wynoszgcy razem okolo 40.000 probek krwi zwierzat i ludzi
i 80.000 odczynéw serologicznych, a wiec material bardzo duzy
w skali Swiatowej, oraz uwzgledniwszy zgodne wnioski z tych
badan, trzeba stwierdzi¢, ze wszystkie wysitki zmierzajace u nas
do zmiany metody rozpoznawczej, opartej tylko na aglutynacji,
przez kompleks prob rozpoznawczych, byly bardzo pozyteczne.
Material powyzszy $§wiadczy o tym, Ze wniosek nasz przedstawio-
ny w tej sprawie w diagnostyce brucelozy u zwierzat znalazt pelne
dokumentalne poparcie. To samo stalo sie w diagnostyce bruce-
lozy ludzi.

W naszych studiach serologicznych zmierzajacych miedzy
innymi do wykazania koniecznosci ujednostajnienia odczynow
serologicznych, zwréciliSmy uwage na réznice w wynikach aglu-
tynacji w zaleznosci od szczep6w brucelli uzywanych do odczy-
nu, koncentracji bakterii oraz rozcienczenia surowicy. Z tego punk-
tu widzenia przebadano 94 szczepy Brucella abortus bovis, suis
i melitensis posiadanych w naszej kolekcji. Wyniki tych badan
przedstawione sa w tabelach V-—IX.
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Jak widaé na zamieszczonych wyzZej tabelach, niektore szczepy
(4, 5, 19, 50, 105, 10, 77, 9, 64, 27, 66, 61, 32, 99, 58) majg stabo
zaznaczone wlasciwosci zlepne. Inne szczepy brucelli mozna podzie-
li¢ na dwie grupy: silnie zlepliwe i $rednio zlepliwe. Rozciencza-
nie antygenu wywoluje spadek miana aglutynacji. Te wyniki
wskazujg na konieczno$¢ stosowania szczepow silnie zlepliwych
ujednostajnionych pod wzgledem stezenia antygenu.

Azeby przekona¢ sie o ewentualnych rozbieznosciach wyni-
kow badania serologicznego w poszczegélnych Wojewddzkich
Stacjach Sanitarno-Epidemiologicznych, wystano do wszystkich
Stacji na terenie kraju surowice dodatnig, reagujacg z antygenem
brucelli (miano 1/100). Otrzymane odpowiedzi przedstawia ta-
bela X.

TABELA X

Stacja
San-Ep., Data Wynik dadad Antygen Motodyka
1 29.Vv11.53 1/50 « l/fOO > X.St.Sur.1 Szezep.2.V.52 Cieplarka 24 goszin

Szozep PZH“’O— Sptuczyng
2 10.VII.53% 1/50 + zablito w 60°C - 30 minut Cleplarka 24 godstin
2 miliardy w 1 ml

2 a 10.VII. 53 1/25 +* Ssczop PI¥ - wyosobniony Cleplarka 24 godzin
3 poronlonego plodu
3 30.VI. 53 17100 « 6zozep PZHY Cisplarka 16 = 18 godain
1 miliard w 1 ml
4 14.VII.53 1/25 ¢ PI¥ = 2 miliardy w 1 m}
5 4.VI1.5% 1/100 K.W. Sur.i Ssczep.
6 27.VI1.53 1/100 « PIIB - antygen gotowy temp.pokojowa 24 godsin
1/200 «+ Cleplarka
7. 30.VI. §7 1/50 + Szczep PZRA™ temp.pokojowa 24 godzin
Cieplarka
8 1.VII.53 F 125 ees }/50 oo | PI¥® ~ antygen gotowy Eafnia w. 37°0 3 godzin
17160 « 1/200 ¢ nast. temp. pokojows
8 a 1.VIX.53 1/25 444 }/5009¢ Szczep dufski 2 miliardy
17100 + 1/200%

Tabela powyzsza przedstawia rozbieznosci w poszczegélnych
Wojewodzkich Stacjach Sanitarno-Epidemiologicznych w zakresie:
a) uzywanego antygenu do aglutynacji, jego pochodzenia,
stezenia, okresu waznosci itp.,
b} metody nastawienia odczynu aglutynacyjnego,
c) metody odczytywania i interpretacji odczynu.
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Stan ten przyczynia sie do pewnych nieprawidlowosci dia-
gnostyki brucelozy na terenie kraju. Zachodzi koniecznosé¢ ujedno-
stajnienia tego odczynu wg nastepujacych zasad:

a) antygen do aglutynacji uzywany we wszystkich Stacjach
Sanitarno-Epidemiologicznych, w laboratoriach klinicz-
nych i szpitalnych winien by¢ ten sam, centralnie produ-
kowany przez Dziat Produkcji Antygenéw Diagnostycznych
Wytwoérni Surowic i Szczepionek (ewentualnie na obecnym
etapie przez Dzial Antropozoonoz naszego Instytutu). Szczep
brucelli uzywany do produkcji winien cechowaé¢ sie duig
zlepliwosciag i winien by¢ kontrolowany pod wzgledem
dysocjacji. Antygen jest ograniczony w swej waznosci i ten
moment winien obowigzywac laboratoria,

b) metodyka wykonania odczynu aglutynacji oraz odczytania
i interpretacji odczynu winna by¢ ujednostajniona na tere-
nie kraju.

‘Whnioski

1. Na podstawie przebadania 10571 probek krwi u bydla
i 987 prébek krwi ludzi przy uzyciu odczynu aglutynacji i odczy-
nu wigzania dopelniacza stwierdzono co nastepuje:

a) u bydta w 637 przypadkach wystapila aglutynacja o mianie
1/25, co mogto wzbudza¢ pewne podejrzenie zakazenia, jed-
nakze odczyn wigzania dopelniacza wypadt ujemnie, co za-
decydowalo o ujemnym wyniku badania (6,03%). W 96
przypadkach odczyn aglutynacji wypadl dodatnio o mianie
1/25, a odczyn wigzania dopelniacza wypadl watpliwie,
co wplynelo na ujemny wynik badania (0,91%). W 31 przy-
padkach odczyn aglutynacji wypadt ujemnie, zas odczyn
wigzania dopelniacza watpliwie, co w sumie dalo ujemny
wynik badania (0,29%). W 691 przypadkach (6,53%) oba
odczyny wypadly zgodnie dodatnio. Przy uzyciu odczynu
aglutynacji i odczynu wigzania dopelniacza zmniejszono
pozycje wynikéw watpliwych do 216 (2,04%).

b) U ludzi w 801 przypadkach oba odczyny serologiczne byly
zgodnie ujemne, w 136 przypadkach oba odczyny byly
zgodnie dodatnie. VWyniki watpliwe znalazlty wyjasnienie
w odczynie wigzania dopelniacza, ale w zakresie wezszym
anizeli obserwowano to w badaniach bydta.
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Dane te wskazujg na koniecznos¢ kompleksowego stosowania
odczynu aglutynacji i odczynu wigzania dopelniacza w badaniach
nad brucelozag. U ludzi kompleks ten winien by¢ stosowany
w kazdym przypadku.

2. Szczepy krajowe oraz wzorcowe szczepy zagraniczne
Brucella abrotus bovis, Brucella suis, Brucella melitensis, Brucella
abortus bovis Buck 19, stanowigce kolekcje Dzialu (w ilosci 94)
przebadano na ich wlasciwosci zlepne, stosujac kazdorazowo te
samg surowice o znanym mianie i rozcienczajac antygen kazdego
szczepu. Przytoczone tabele Nr V, VI, VII VIII i IX wskazuja na
réoznice w zlepliwosci, dajace sie zauwazy¢ miedzy réznymi szcze-
pami i na réznice w odczynie uzaleznione od rozcieniczenia anty-
genu. Doswiadczenie to wskazuje na koniecznos$é¢ ujednostajnienia
szczepow uzywanych do aglutynacji. Koncentracje antygenu okre-
§lano poréwnawczo w fotokolorymetrze Leitza.

3. Znana surowica aglutynujaca brucella abortus bovis o mia-
nie 1/100 rozeslana do Wojewddzkich Stacji Sanitarno-Epidemio-
logicznych wykazala w réznych pracowniach rézne miana od 1/25
do 1/200.

4, Odczyn aglutynacji i odczyn wigzania dopelniacza catko-
wicie ujednostajnione w kraju powinny znalez¢ zastosowanie we
wszystkich badaniach w kierunku brucelozy ludzi, a takze w miareg
moznosci u zwierzat.
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PE3I0ME

ABTopamu OBl NPOM3BETEHEl MCCIENOBAHNA KPOBU HA Opylen-
j1e3 IpH MOMOLIH PeAKIMU arrmOTHHALMH ¥ CBA3HBAHNA KOMIIJIEMEHTA
y 10571 wTyKy KpymHOro poraroro ckora u y 987 uemoser. ¥ po-
raToro cxkora obuapy;keHo B 637 cayvyaAax arridloOTHHALUIO IPHU pas-
BelleHNH 1/25 ¢ ogHOBpPEMEHHOH OTPMUATENLHOH peakuyeil CBA3b-
BaHUA KOMILIEMeHTa, YTO yKa3blBaeT Ha OTpHLIATeIbHHI pe3ynbrar
ucciaenosanuit (6,3%).

B 96 canyuaax peakuus arrdioTHHALMH OKAa3ajach MOJIOH{HTENb-
HOll npu passegenun 1/25, peaknuA e CBA3BIBAHNA KOMIIJIIEMEHTa
Xaida COMHUTEJLIBIH pesyibTaT, UTO HYKHO TO:e IPHHATbL 3a OTPH-
naredbHblii, otBer (0,91%). B 31 cayuae peakuus AarrIOTHHALMH
OKa3ajach OTPHUIATEIBHON, & peaKIUs CBA3BIBAHUA KOMIIIEMCHTA —
COMHUTEIbHON, YTo B o0ueM MTOre JaJ0 OTPHUATEIbHBIA PeaylIbTar
ucciepopana (0,2%). B 691 cirygae ofe peakuMU BBIIAIM [MOJTOHH-
TeabHO (6,63%). Daaropapa mnpuMeHeHHI0O 00€HX CEPOJOIHYECKHX
peaKuMii Koau4YeCTBO COMHEMTEIBHBIX DPE3YIbTATOB YMEHBIINIOCh [0
216 (2,04%).

V miopeit B 801 cityyae ofe peakIll OKa3aIHCh IOJOKHTENDb-
HboiMi. COMHHUTeIbHBIE Pe3ynbTaThl HALULIA TOKe 00bACHEHHE B peak-
UM CBASBIBAHUA KOMIIJIEMEHTa, HO B 6ojiee y3KHX rpanuuax, ueM
Yy KOpOB. JTH HCCIeROBAaHUA YKa3bIBAIOT Ha HECOMHEHHYIO LIEHHOCTh
1 HeoOXOIMMOCTh OJHOBPEMGHHO IIPUMEHATH 00€ cepoJorudyecKue
peakuun Bcerga y JIogeil, a IO Mepe BO3MOKHOCTH M Y HKUBOTHBIX.

VYV nemoro pAma mraMMoB Opyuena ObIIH HM3ydeHH HX crocol-
HOCTH CKJIEeHBATLCA IIpH peaklMHM arriaioTHHAUuM, IIpHYeM Bcerga
ynorpebiasaaach oOfHA W Ta jKe KOHUeHTpauMsa aHtureHa. O6uapy-
’KeHo OGosiblvie PAa3HUIEl B CTEINEHM CKJICHBAeMOCTH Y PpAa3lUYHBIX
IITAaMMOB, YTO MOKa3bIBaeT HEOOXONNIMOCTh NPHMEHEHUsS BO BceX ote:
YeCcTBeHHHIX J1a6opaTopuaX OAMHAKOBLIX CTAHZAPTHBHIX, 4 Tak#Ke Apo-
BEPEHHBIX INTaMMOB.

Onpenenennyio MONOKUTENBHYIO CHIBOPOTKY pasociano Boesoa-
ckuM Can. AnunemmyecknM CTaHIMAM JJA [POBeJeHUA pPeaKUHl
arrmotuHanuu. IloaydeHo B pasHBeIX 1a60opaTopyAX HEONUHAKOBEHIE
peayabratel. IIpuumnoit aroro saBadercd pasuooGpasue MITAMMOB,
ynorpebiiAaeMbIX NpU arrdioTHHALUY, HEOTUHAKOBasA KOHIEHTpaIlHs
aHTHICHA, MeTOANKA, 10 KOTOpPOil IpPOBOAMIACHL ATTIIIOTHHAUMA,
4 paBHO 1 ee uHTepnperauudA. PaspaGoTaHo HOKYMEHTaUuI0 00
CTAaHNAPTHLIM MeTOAaM 1afopaTopPHOil AMATHOCTUKH.
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SUMMARY

The authors carried out 10571 blood tests of the cattle and 987
blood tests in man for the Brucella infection; the agglutination and
complement fixation tests were used. Among cattle the aggluti-
nation tests in 637 cases amounted to /25, the complement fixation
reaction being negative, which decided the negative result of the
examination (6,3 per cent). In 96 cases the agglutination reaction
was positive, amounting to /25, the complement fixation reaction
giving a doubtful result, which was also interpreted as a negative
result (0,91 per cent). In 31 cases the agglutination reaction was
negative and the complement fixation reaction doubtful, which
again determines a negative result (0,29 per cent). In 691 cases
both reactions were positive (6,53 per cent), The number of
doubtful cases was decreased to 216 (2,04 per cent) owing to the
application of both serological reactions.

Im men both reactions were negative in 801 cases, in 136
cases both reactions were positive. Doubtful cases were cleared
up by the complement fixation reaction in a smaller scope than
that observed during the examination of cows. These investi-
gations show an indisputable value and necessity of simultaneous
application of both serological reactions in every examination of
human individuals, and, if possible, also in the examination
of cattle.

A collection of Brucella strains (94) was examined for their
glueing properties in the agglutination reaction; each time the
same concentrations of antigene were used. Great differences in
glueing properties of different strains were observed, which
emphasizes the necessity of using in all laboratories the same
standart controlled strains. :

Portions of controlled positive serum were sent to district
sanitary and epidemiological stations for carrying out the aggluti-
nation reaction. The obtained results differed in different labora-
tories, which might have been caused by using different strains
of bacteria, different concentrations of antigene, and by methodo-
logical differences in carrying out and interpreting the agglutina-
tion reaction. Documentation concerning standart laboratory me-
thod for diagnostic purposes has been prepared.
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