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Elzbieta SZALECKA

Badania nad taninowaniem erytrocytéw w serologicznym tescie ciazowym
w ukladzie: gonadotropina kosmowkowa (HCG) — surowica krolicza
anty-HCG

MccnenoBaHne pazbeiaHUA IPHUTDOLMUTOB B CEPOJIOTMYECKOM TecTe OepeMeHHOCTH
B CHCTCME: XOpMHOBbIM ronagorponuu (HCG) nporus xpoanubeit cbiBopotke HCG

An Investigation on the Treatment of Erythrocytes with Tannic Acid in a Serological
Pregnancy Test in the System: Chorionic Gonadotropin (HCG) — Anti-HCG Rabbit
Serum

Wiasnosci antygenowe gonadotropiny kosmoéwkowej (HCG), wykazane przez
Leathema i Rakoffa (cyt. wg 6, 7) w r. 1944, daly podstawe do opracowania
rownolegle przez autorow polskich: Swierczynskag i1 Samochowca (10)
oraz badaczy szwedzkich: Wide 1 Gemzella (5) serologicznego testu cigzowego,
opartego na wytwarzaniu przez kroéliki immunizowane ludzka gonadotroping kos-
mowkowa homologicznych przeciwcial reagujacych w odczynach aglutynacyjnych
ze wspomnianym hormonem produkowanym w ciazy przez kosmowke.

W reakcji hamowania hemaglutynacji biernej, czyli przeciwdziatania agluty-
nacji oplaszczonych, antygenem czerwonych krwinek w obecnosci swoistej suro-
wicy odpornosSciowej, jednym z bardzo istotnych problemoéw w serologicznym tescie
ciazowym, jest odpowiednie przygotowanie erytrocytéw, bezwiladnych czastek-nos-
nikéw HCG, ktére w celu zwiekszenia miejsc wigzania egzogennego hormonu pod-
dawane sa nadtrawianiu kwasem taninowym po uprzednim formalinowaniu.

W odczynie hamowania hemaglutynacji biernej uzywa sie¢ najczesciej krwinek
barana (2), prébujgc takze stosowaé krwinki ludzkie grupy 0 lub krwinkj innych
gatunkéw zwierzat, np. krélikow i koni (2, 3).

Wplyw kwasu taninowego na blone komorkowsg erytrocytu nie zostal jeszcze
catkowicie wyjasniony. Pierwsze doniesienia na temat nadtrawiania powierzchni
erytrocytow, czyli taninowania, przedstawit Boyden (1) w r. 1951, ustalajac stan-
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dardowe warunki dzialania kwasu taninowego na krwinki formalinowane, Dalsze
badania prowadzili Weinbach (11)i Woerner (12).

Stezenie kwasu taninowego, powodujace zmiany na powierzchni erytrocytow,
moze byé rozne. Proponowane przez Cooka, Fishera, Hjorta oraz Schei-
bela (cyt. wg 4) stezenia kwasu taninowego uzywane w technice hemaglutynacji
biernej krwinek wahaja si¢ w granicach od 1:20 000 do 1:40 000. Proces taninowania
erytrocytéow przygotowujgcy powierzchnie erytrocytu do polgczenia z antygenem
uwazany jest za jedyna znang metode zapewniajgcg stabilno$é zawiesiny krwin-
kowej.

Badania Shamardina i Karalnika (8) wykazaly, ze w warunkach op-
tymalnych jeden erytrocyt moze zwigzaé 1,5 mln. czgsteczek biatka. Odczyn biernej
hemaglutynacji z uzyciem krwinek formalinowanych oraz nadtrawionych kwasem
taninowym, wedlug techniki Boydena, zastosowano w przypadku oznaczania
enzymdw proteazy 1 elastazy wytworzonej przez Pseudomonas aeruginosa oraz
w zmodyfikowanym tescie elektroforetycznej ruchliwosci makrofagow (9).

Celem pracy bylo ustalenie optymalnego stezenia kwasu taninowego
uzytego do nadtrawiania erytrocytéw barana w tescie, w ktérym uzyto
nastepujacych skiadnikéw: HCG — surowica anty-HCG produkcji Wy-
tworni Surowic i Szczepionek w Lublinie, dajacych przy uzyciu standar-
dowego stezenia 1 :10 000 warto$ci stezenia HCG nizsze od spotykanych
w piSmiennictwie,

MATERIAL I METODYKA

Test hamowania hemaglutynacji biernej wykonano w liczbie 5750 badan, w tym
350 bylo oznaczeniami ilo$ciowymi w grupie 650 pacjentek w ciazy od 6 do 14 tyg.
oraz w V i VI miesigcu ciazy. Ponadto wykonano ocene miana surowicy z krwin-
kami oplaszczonymi hormonem HCG (1000 oznaczen) i ocene czulosci testu (1230
oznaczen). Krew pobierang od barana odwldékniano, wirowano, a nastepnie erytro-
cyty formalinowano 3% roztworem formaliny i poddawano procesowi taninowania.
Taninowanie krwinek przeprowadzano wedlug techniki Boydena (1) oraz Swier-
czynskiej i Samochowca (10), stosujgc pigé réznych stezen kwasu tani-
nowego 1:1000, 1:5000, 1:10 000, 1:20 000, 1:40 000. Nastepnie taninowane erytrocyty
kazdej grupy stezen optaszczano hormonem (HCG) — Biogonadyl, produkcji Wytw.
Sur. i Szczep. w Lublinie o aktywnosci 2000 IU HCG i 5000 1U HCG w 1 ampulce.

Reakcja immunologiczna w pierwszym etapie stuzyta do oznaczania miana
surowicy anty-HCG produkcji Wytw. Sur. i Szczep. w Lublinie oraz oznaczania
czuloéei testu przy zastosowaniu standardu firmy Wellcome o aktywnosci 30 IU
w 1 mg. Za najbardziej przydatne robocze rozcienczenie surowicy wigzace hormon
uznano stezenie 2500 IU/1 moczu.

Zasadniczym etapem badan byla ocena jakos$ciowa i ilosciowa poziomu HCG
w moczu kobiet ciezarnych bedacych w ciazy od 6 Hbd do 14 Hbd oraz w V i VI
miesigcu ciazy, przy zastosowaniu w tescie erytrocytéw barana taninowanych pie-
cioma roznymi stgzeniami kwasu taninowego. Préba zastosowania stezenia wie-
kszego niz 1:1000 powodowala hemaglutynacje erytrocytow w fazie taninowania.
Badania wykonanc wedtug techniki opisanej przez Swierczynska i Samo-
chowca (10).
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W nastepnym etapie badan, w ktérym zastosowano krwinki taninowane dwoma
stezeniami kwasu taninowego 1:1000 i 1:10 000, zakldcano przebieg reakcji hema-
glutynacji biernej przez dodanie do moczu ciezarnych:

1) réznych stezen glukozy (2,5—10%);

2) albuminy ludzkiej dodawanej do moczu w stezeniu 5—20%;

3) detergentu (proszku Ixi) w stezeniu 0,25—1,5%.

Ponadto wprowadzono rézny czas taninowania krwinek przez skrocenie i wy-
diuzenie procesu o 15 min. Analiza statystyczna wynikdéw wykonana zostala przy
zastosowaniu testu wariancji dwuczynnikowej przy uzyciu dwéch Zrédel zmiennosci,
przeprowadzona systemem Tukeya.

WYNIKI BADAN

Najwyzsza czulos¢ i wiarygodnos¢ testu stwierdzono w przypadku
uzycia do nadtrawiania erytrocytéw kwasu taninowego w stezeniu 1 : 1000,
potwierdzona uzyskiwaniem najwyzszych wartosci HCG w moczu kobiet
bedgcych w roznym okresie cigzy (ryc. 1). Potwierdzono optymalny czas
nadtrawiania erytrocytow baranich (30 min.) przy uiyciu rozcieniczenia
kwasu taninowego 1 : 1000 w stosunku 1 : 10 000.

W przypadku obciazenia probki badanego moczu albuming ludzkiego
osocza otrzymano znaczne obnizenie czulo$ci testu przy zastosowaniu
krwinek nadtrawionych kwasem taninowym w rozcienczeniu 1 : 1000 przy
stezeniu 15%, natomiast przy rozcienczeniu 1:10 000 dopiero przy 20%
stezeniu albuminy (ryc. 2). Obcigzenie prob badanego moczu glukoza w
stezeniach 2,5—10% pozostawalo bez wplywu zaréwno na ocene iloscio-
wa i jako$ciowa stezenia HCG w moczu cig¢zarnych. Jednakze i ta grupa
badan potwierdzila wyisza czulo$¢ i wiarygodnos¢ testu w odniesieniu
do stezenia kwasu taninowego 1:1000 uzywanego do nadtrawiania po-
wierzchni poprzez uzyskanie wyzszych wartosci HCG w moczu (ryc. 3).

Obecnos¢ detergentéw (proszku Ixi) wywiera wplyw zaréwno na oce-
ng ilosciowy, jak i jakoSciowa stezenia HCG w moczu kobiet cigzarnych.
Niezaleznie od uZzytego stezenia kwasu taninowego (1:1000 i 1:10000)
dodanie proszku Ixi do stezenia 1% hamowalo calkowicie reakcje immu-
nologiczna. W tej czesci doSwiadczalnej wykazano rowniez wyiszg czu-
loé¢ testu w odniesieniu do stezenia kwasu taninowego 1:1000 poprzez
uzyskanie w tej grupie badan wyzszych wartosci HCG w moczu w roi-
nym wieku cigzy (ryc. 4).

DYSKUSJA

W reakcji immunologicznej hamowania hemaglutynacji biernej w ukla-
dzie: gonadotropina kosmowkowa HCG — surowica krélicza anty-HCG
bardzo istotng role odgrywa cze$¢ bierna zestawu testu serologiczne-

5 Annales. sectio D, t. XXXV
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Ryc. 1. Stezenie HCG w moczu kobiet cigzarnych w zaleznosci od uzytego stezenia
kwasu taninowego .
Effect of the concentration of tannic acid on the concentration of HCG in the urine
of the pregnant women
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Ryc. 2. Wplyw egzogennej albuminy w moczu ciezarnych na stezenie HCG przy
uzyciu dwu stezen kwasu taninowego (1:1000 i 1:10 000)
Effect of exogenic albumin in the urine of the pregnant women on the HCG con-
centration after usihg two tannic acid dilutions (1:1000 and 1:10,000)

go, a mianowicie kompetycyjny antygen osadzony na erytrocycie lub
czgsteczce lateksu. Poniewaz antygen polaczony z nosnikiem wspoétzawod-
niczy z czasteczka HCG w moczu kobiety ciezarnej, stad liczba egzogen-
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Ryc. 3. Wplyw egzogennej glukozy w moczu kobiet cieZarnych na stezenie HCG
przy zastosowaniu dwu stezenn kwasu taninowego (1:1000 i 1:10 000)
Effect of the exogenic glucose in urine of the pregnant women on the HCG con-
centration after using two tannic acid dilutions (1:1000 and 1:10,000)
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Ryc. 4. Wplyw detergentu (Ixi) na stezenie HCG w moczu cigzarnych kobiet
Effect of the detergent (Ixi) on the HCG concentration in the urine of the pregnant
women

nych czasteczek hormonu powinna by¢ maksymalnie duza. Warunki takie
stwarza powierzchnia erytrocytu, ktéra poddana dzialaniu roztworu kwa-
su taninowego zwieksza liczbe miejsc wigzacych, a wiec mozliwosé zgru-
powania czgsteczek gonadotropiny kosméwkowej.

Na podstawie okolo 7-letniego do$wiadczenia naszego laboratorium
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stwierdzilismy wartosci stezenia HCG w przebiegu cigzy na nizszym po-
ziomie od spotykanych w piSmiennictwie Swiatowym. Hamburger,
Mathijsen, van Hell i wsp. (cyt. wg 7, 10), Diczfalusy,
Plunket (cyt. wg 6, 10) w wynikach badan podawali wartosci HCG,
ktore ksztaltowaly 'sie na poziomie 50 000—100000 IU/l, szczegdlnie
w pierwszym irymestrze cigzy, podczas gdy w naszym laboratorium
otrzymywalismy tylko wartosci HCG na poziomie 1250025000 IU/]
w moczu kobiet ciezarnych. Bylo to powodem zastosowania w probnej
serii jeszcze wyzszych stezen kwasu taninowego do nadtrawiania krwinek
czerwonych. Przeprowadzone badania wstepne wykazaly istotnie, ze za-
stosowanie 100 mg% roztworu kwasu taninowego (1 : 1000) dawalo sred-
nio wyniki wyzsze o jeden przedzial rozcienczenia niz przy zastosowaniu
standardowego stezenia roztworu taniny.

Analizujgc czas prowadzenia taninowania na materiale klinicznym ko-
biet bedgcych w réznym okresie cigzy potwicerdzono jednoznacznie przy
stezeniu 1 :1000, a przy stezeniu 1:10000 w wiekszo$ci analizowanych
grup pacjentek, ze optymalnym czasem taninowania jest okres 30 min.,
powszechnie uzywany w laboratoriach. Potwierdzajac jako optymalny
czas inkubacji 30 min. stwierdzono wyzsze stezenie HCG w oznaczeniu
iloSciowym przy uzyciu kwasu taninowego w stezeniu 1:1000 wystepu-
jace w obu grupach badanych. Na podstawie uzyskanych w tej czesci do-
Swiadczenia wynikéw nalezy zatem zwrdéci¢ szczegdlng uwage na czas ta-
ninowania, co podkreslaja szczegélnie Boyden (1), Swierczynska
i Samochowiec (10), Galgzka (4) oraz inni, poniewaz nawet nie-
wielkie odchylenie czasowe moze wplywac¢ na zmniejszenie czulosci testu.
Proba zaklécenia reakcji immunologicznej dokonywana byla przy uzyciu
moczu ciezarnych z réznych okreséw wczesnej ciazy, glownie pomiedzy
8 a 11 tygodniem, przy czym do kazdej probki moczu dodawane byly
wzrastajgce stezenia substancji kontaminujacych. Dodawanie glukozy do
uzyskiwania réznych stezen 2,5—10% nie powodowalo istotnych zaktocen,
w reakcji hamowania aglutynacji biernej w obydwu grupach badanych
z uzyciem dwu odmiennych stezen kwasu taninowego. Nalezy takze pod-
kresli¢, ze ilosciowe warto$ci HCG réwniez i w tym przypadku byly wyz-
sze przy uzyciu stezenia kwasu taninowego 1 : 1000. Wyniki powyzsze po-
twierdzajg opinie Rozmilowskiego (6), opracowane na réznych
seriach surowicy anty-HCG. Obcigzenie prob albuming ludzkiego osocza
wykazalo wieksze zmiany w grupie z uzyciem kwasu taninowego 1 : 1000.
W tej grupie badanych prébek moczu stezenie rzedu 15% powodowatlo
obnizenie czuloSci testu przez wykazanie istotnie nizszych wartosci HCG
w stosunku do grupy kontrolnej, podczas gdy przy stezeniu 1:10000
zmiana czulosci testu wystgpowala dopiero przy 20% albuminy.

Opierajac sie¢ na doswiadczeniach Rozmilowskiego (6), ktory
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nie wykazal wplywu stezenia egzogennego biatka klasy albumin na reak-
cje immunologiczng w ukladzie HCG — surowica anty-HCGQG, zastosowano
znacznie wyzsze stezenia albuminy, uzyskujac zaklocenie reakcji dopiero
przy bardzo wysokich stezeniach egzogennego biatka w badanym moczu,
co ma niezwykle istotne znaczenie kliniczne w przypadku biatkomoczu
u kobiet ciezarnych, szczegdlnie w pierwszym trymestrze cigzy.

Wzorujace sie na wspomnianych wyzej badaniach Rozmitowskie-
go (6), przeprowadzano zaklocenie reakeji immunologicznej réznymi ste-
zeniami detergentow uzywanych powszechnie do mycia szkla laboratoryj-
nego, a wiec zwiazkéw chemicznych uzywanych takie do mycia pojemni-
koéw szklanych, w ktérych pacjentki dostarczaly mocz do badan. Calko-
wite zablokowanie reakeji immunologicznej osiggano przy stezeniach 1%
proszku Ixi, natomiast istotne obnizenie czuloSci reakcji wystepowalo
przy stezeniu 0,5% i bylo niezalezne od stezenia taniny uzytego do nad-
trawiania powierzchni erytrocytow

Ta czes¢ doswiadczalna badan potwierdzila rowniez wyzszg czulo§é
i wiarygodnos¢ testu w odniesieniu do stezenia kwasu taninowego 1 : 1000,
uzywanego do nadtrawiania powierzchni erytrocytéw poprzez otrzymanie
wyzszych warto$ci HCG w moczu przy uzyciu tego stezenia kwasu tani-
nowego. Przeprowadzone badania hie mialy na celu podwazenia wartosci
dotyczacych przygotowywania komponentéw testu immunologicznego,
ustalonych przez wiele osrodkéw naukowych. Dociekania wynikaly z fak-
tu wystepowania w naszym laboratorium wynikéw zaniZonych wartosci
HCG w stosunku do danych prezentowanych w literaturze Swiatowej
(Troen, Diczfalusy, Plunkett, cyt. wg 7). Badania wykazaly,
jak duze znaczenie ma uzycie i zastosowanie odpowiedniego stezenia kwa-
su taninowego do nadtrawiania powierzchni erytrocytéw w celu zwieksze-
nia liczby miejsc wigzania czgsteczek antygenu.
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PE3IOME

lenslo HacToOAllesl paboThi ABAANACh ITONBITKZ YBEIMHEHMA HYBCTBHUTENHLHOCTH
UMMyHOJIOTMYecKOoro Tecta peaknuu HCG-csiBopotkn nporms HCG, onmupasacs ua
CbIBOPOTKY ¥ TOpMOH Buoronaaui, M3roToBJEeHHble Dabpuxoi CbHIBOPOTOK M BaKUMH
B Jliobxaiine, TaK KaK MONyUelHble BeJIMUMHBI OKAa3aJMCh HMIKE 110 CPaBHEHMIO C JaH-
HLIMM, NPEACTABJCHHBLIMM B MMDOBOI JIirTeparype.

B neuvaJgbHOR ha3de ucCIeIOBAHUN INPHMMEHAJOCH paa'beuaxmé KJIeTOUHON MeM-
6paHb! OBYMHHBIX 3PHTPOLUMTOB TajUIOAYGHABLHOM KMCJIOTH! B MATH PA3HLIX KOHUEH-
Tpaumax (1:1000; 1:5000; 1:10000; 1:20000; 1:40000). MccaenoBauua IMIOKa3aJM, UTO
KOHUeHTpauua 1:1000 gaer naubOJblIYH0 YYBCTBUTEJILHOCTL TECTR, NOATBEPKACHHYIO
nosiyyenueM cambix Gonbmux BennuyH HCG B mMouyu GepeMeHHBIX ¢ pa3HoM NPOAOJ-~
IKUTEJIBbHOCTEI0 6epeMeHHOCTH, 0COOEHHO M0 OTHOIUIEeHMIO K CTAHAAPTHO NPHMEHAEeMOM
IO cyux nop KonueHTpauuu 1:10 000.

Buino noaTsBepmaeH0 ONTHMAJLHOE BpeMsA pasbelaHis KPaCHbIX KPOBAHbIX Te-
gey, 1.e. 30 MMHYT Ana obeux rpynn uccienyeMbIX KOHIEHTpaummt rajajnofytunbHOM
kuciyorbl 1:1000 u 1:10 000. KpoMe TOro He obHapyXuiIM BIAMAHMA IJIIOKO3bI HA Ka-
YECTBEHHYH M KoJuecTBeHHYI0 ouenkyu HCG B Moun. AnbbyMuH naasMpl KPOBKM
4eJIOBEKa, INPHOaBJIEHHLI K MCILITAHMIO, HE OKa3biBaeT BJMAHMA HA KaueCTBEHHY:O
OLIEHKY, HO YyMeHbIIAeT UyBCTBHUTEJLHOCThH TECTa B KOJMYECTBEHHOM oueHke. IIpu-
6aBieHNe K MCHLITAHMIO [AeTePreHTa KoHUeHTpaumer 1% MOJHOCTBIO TOPMO3ZMT MMMY-
HOJIOTUYECKY10 PeaKLIo.

IIpoBejeHHbIe MCCHENOBAHMA INOKA3aJdy 3HAUeHUe NPaBMIBHON KOHHEeHTPALMM
ranaoayOounbLHOM KUCIOThI, NMPUMEHAEMOV AJMA pa3befaHuA IPUTPOLMTOB B UMMYHO-
JIOrMYECKOV peaKLMM.

SUMMARY

The purpose of this paper was an attempt to obtain the increasing of the
immunological test sensitivity HCG — Anti-HCG serum, based on the serum and
the hormone ”Biogonady!” produced by the Serum and Vaccine Factory in Lublin,
because the resqlts obtained earlier were lower that those presented in the litera-
ture.

At the first stage of the investigation the sheep erythrocytes were treated with
five different dilutions of tannic acid 1:1000, 1:5000, 1:10,000, 1:20,000, 1:40,000. It
was found out that the dilution 1:1000 gives the highest sensitivity of the test, and
this was confirmed by the highest amounts ot urinary HCG measured at variocus
stages of pregnancy.

The best time for the red cell treatment with the two different dilutions of
tannic acid 1:1000, 1:10,000 was confirmed to be 30 m. No effect of glucose on qual-
ilative and quantitative determinations of HCG in the urine was found. The exo-
genic human serum albumine in high concentration, however, does not atfect the
immunological pregnancy qualitative test but it reduces its sensitivity, The im-
munological test was completely inhibited by 1 per cent detergent added to the test.

The investigation revealed that the proper concentration of tannic acid, used
in the red cells pretreatment, was very important for the sensitivity of the im-
munological reaction.



