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OCENA METOD CIEPLEJ I ZIMNEJ ODCZYNU
WIAZANIA DOPELNIACZA

Duze trudnosci napotykane przy klinicznej diagnozie toksoplazmozy
przyczynily sie do rozwiniecia laboratoryjnych metod rozpoznawczych.
Wiele uwagi, szczegélnie ostatnio, poswieca sie odczynowi wiazania do-
pelniacza (OWD). Wykonanie odczynu ulegalo czesto réznym modyfika-~
cjom, w swej zasadzie nie odbiegalo jednak od normalnie wykonywanych
préb w serologii. Jest to nie tylko préba jakosciowa, lecz i iloSciowa, po-
zwalajaca na okreslenie ilosci krazgcych we krwi przeciwcial, co posiada
bardzo wazne znaczenie rozpoznawcze.

Badania nad OWD w kierunku toksoplazmozy prowadzimy od r. 1953.
Ostatnio odczyn wykonywaliSmy dwoma metodami: ciepla i zimng. Za-
sadnicza réznica miedzy nimi polega na tym, ze reakcje przebiegajg w roz-
nych warunkach: przy metodzie cieptej reakcja odbywa sie w temp. 37°C
w lazni wodnej w ciagu 1 godz.; przy metodzie zimnej — w chlodni przez
18—24 godz. (temp. +4°C). Przeprowadzajgc rownolegle badania suro-
wic metodg zimng i cieply staraliémy sie ustalié, ktéra z nich jest lepsza
do laboratoryjnej diagnostyki toksoplazmozy.

Przebadalidmy 287 surowic, w tym 282 surowice ludzkie i 5 surowic
kréliczych. Qdczyn wigzania dopelniacza poréwnaliSmy w 39 przypad-
kach z wynikami préby barwnej Sabin-Feldmana i odczynu Frenkela,
w 62 przypadkach z wynikami odczynu Frenkela, a w 23 przypadkach
tylko z wynikami préby barwnej Sabin—Feldmana.

Ogélne dane dotyczace wykonywania odczynu wigzania dopelniacza:

1) Surowice — inaktywowane 30 min. w 56°C w lazni wodnej. W dniu
wykonywania odczynu surowice reinaktywowano (10 min. w 56°C) i roz-
cienczano w postepie geometrycznym rozpoczynajac od rozcieficzenia 1 :2.

2) Antygen — postugiwali$émy sie antygenem albo z blon kosméwkowo-~
omoczniowych, albo z wysieku otrzewnowego myszy. Antygen ujemny
pochodzil z nie zakazonych blon kosméwkowo-omoczniowych lub sledzion
zdrowych myszy. Srodkiem konserwujacym byl fenol 0,25% i merthiolat
w rozec. 1 :10 000. v
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TABELA 1
Schemat miareczkowania a boceptera

Kontrola ] '
dopel- . | 1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:800 11:16001:3200:1:6400! 1:12800
ope krwinek \
' niacza \ ‘
0,5 ! 0,75 | NaCl ] — | 0,25 \ 0,25 | 0,25 l 0,25 | 0,25 ] 0,25 025
— —  lambo- | 7
ceptor 0,25 | 0,25 |0,25->| 0,25->| 0,25-5| 0,25 0,255 0,25
1:100 ‘ ' 0,25->
— — NaCl do wszystkich probéwek po 0,25
0,25 — dopet- B N
niacz do wszystkich probéwek po 0,25
0,25 0,25 | krwinki 7 o
‘ 40/y do wszystkich probéwek po 0,25
zahamowanie k

Wszystkie probowki wstawia si¢ do tazni wodnzj o temp. 37°C na 15—30 min., po czym

odczytuje sie wynik.

TABELA I
Schemat miareczkowania dopetniacza

I rzad

II rzad

Kontrola

| 1:10 | 1:12 | 1:15 ] 1:18 | 1:20 | 1:40 (rjx?alz:ezi Krwinek
dopetniacz 1:10 [ 02 \‘ 0,16) 0,131 0,11 | 0,10 | 0,05 0,2 —
NaCl — | 004 | 007 0,09 | 010 015 | 06 0,38
ambocepter z miarecz- — -
kowania do wszystkich probéwek po 0,2
krwink i 49/ '~| do wszystkich probowek po 02 | 02 | 02
NaCl ‘ do wszystkich probowek po 0,4 - — _

NaCl

dopeln—iacz 1:10

o2 ]

| o, 0,16‘ 0,131 0,11 | 0,10 | 0,05
_ P i

zahamowanie

= 0,04 | 0,07 | 0,09 | 0,10 0,15 \’

kowania

antygen z miarecz- [

do wszystkich prébéwek po 0,2

NacCl

do wszystkich prc’?bc')wek po 0,2

Wszystkie probowki wstawia si¢ do lazni wodnej o temp. 37°C na 1 godz. (lub chlodni

na 18—24 godz). Po tym czasie dodaje si¢ do probowek 11 rz¢du 0,4 miuczulonych krwinek i ponow-
nie umieszcza sie¢ w lazni wodnej (379C) na 15—30 min.

3) Komplement — $wieza surowica $winek morskich. Dawka robocza

1,5—2 jednostek wg miareczkowania.

4) Amboceptor — dawka robocza 2 jednostki wg miareczkowania.
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) TABELA I
Schemat miareczkowania antygenu

Kontrola B -
k) Rozcienczenie
Q= 3 . . . . . .
;g E iy antygenu [:2 1:4 1:8 | 1:16 | 1:32 | 1:64
o] z a2
58 0.8 !
?9 > |wa o R R i
0, 0,8 ! 0,6 ‘ NaCl “ do wszystklch probOWek po 0,2
———————— ‘- |
— | - | antygen 10,2-> | 0,2 | 02~ 02~ | 02> 02—
[ N T B L | | | | 0.2~
0,2 — [ | surowica dodatnia j
j | w roze. 1:5 : do wszystkich probéwek po 0,2
02 — 02 dopelmacz w rozc. |: 10 f do wszystkich préobowek po 0,2
— 0.2 : 0,2 ‘ krwmkl 40/0 o }
0,4 zahamowanie system hemolltycmy do wszystknch probowek po 0,4
‘hemo-
liza

Miareczkowanie antygenu dodatniego i ujemnego przeprowadza si¢ identycznie. Wszystkie
probéwki wstawia si¢ do tazni wodnej o temp. 379C na 1 godz. (lub chlodni na 18——24 godz.).
Po tym czasie dodaje si¢ po 0,4 ml uczulonych krwinek do wszystkich probdéwek z wyjatkiem
kontrolnych i wstawia si¢ do {azni wodnej (37°C) na 15—30 min.

TABELA IV
Schemat wlasciwej reakcji wiazania dopetniacza

. . : l : Kontrole
Rozcienczenia 1:2 } 1:4 -
i Z antygenem | surowicy
NaCl 0,2 b2 — 0,2
. surowica 0,2 »y 0,2 o
7 e :0,277 0,2 0,2
i . rozc. 1:2 rozc, 1:2
dntygeﬁnq i do wszystkich proébéwek 0,2 —
z miareczkowania po 0,2
dopetniacz z mia-
| reczkowania do wszystkich probowek po 0,2
system hemolglzyczn;m do wszystkich probowek po 0,4

Metoda zimna — przygotowuje sie rozcieficzenia surowic; dodaje antygeny i dopetniacz
cato§¢ pozostawia sie przez 18-——24 godz. w chlodni. Po tym czasie dodaje si¢ system hemolityczny
1 umieszcza si¢ w tazni wodnej (379C) — na 15—30 min.

Metoda ciepta — przygotowuje si¢ rozcieficzenia surowic, dodaje antygeny i dopetniacz,
catoéé wstawia sie do tazni wodnej 370C na 1 godz. Po tym czasie dodaje si¢ system hemolityczny
1 wstawia sie do tazni wodnej (379C) — na 15—30 min.

5) Krwinki — stosowano 4% zawiesine krwinek baranich przemytych
3-krotnie fizjologicznym roztworem NaCl.
Wykonanie odezynu ilustrujg schematycznie tabele (I—IV)
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Wyniki badafn i omdéwienie

Otrzymane wyniki badan streszcza czeSciowo tabela V:
TABELA V

T Ogotma ot | T T
golna iloéé . ‘ . |
OWwWD zbadanych ’ Wynik + 0/o i Wynik — ‘ U
Metoda ciepta 282 16 5,6 266 94,3 l
metoda zlmna 282 49 17,4 233 82,4 {

Widoczne sg znaczne réznice w odsetkach wynikéw dodatnich i ujem-
nych w zaleznosci od stosowanej metody odezynu wiazania dopetniacza.
Korzystniejszg dla diagnostyki okazuje sie metoda zimna.

O wartosci wymienionych metod mowig nie tylko wyniki + i —, ale
réwniez wysoko$é¢ uzyskanego miana. PrzekonaliSmy sie, ze miano przy
metodzie zimnej jest zawsze wyzsze od miana uzyskanego przy metodzie
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kroliki

Ryc. 1

cieplej. Przy metodzie zimnej wyniki w okreSlonym mianie mozna bylo
oznaczy¢ +++ -+, +++, ++, przy metodzie cieplej ++, + rzadko
++ 4+ lub ++ + +. Celem przekonania sie, jaka jest réznica w zachowa-
niu sie miana przebadaliémy dla kontroli 5 surowic kréliczych (kroliki byty
uprzednio zakazane metodg Wildfithra w modyfikacji wlasnej). Uzyskane
wyniki ilustruje rye. 1.

Tylko w dwoéch przypadkach uzyskane miana byly jednakowe, w po-
zostalych za§ roznice sg dosy¢ duze. Podobne réznice, jesli chodzi o wy-
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soko$é miana, stwierdziliSmy przy miareczkowaniu antygenu. Ilustruje to
tabela VI

TABELA VI

i
Rozcnenczema . .
ancygens ‘ 12 1:4 ‘l 18 1 I 1:64
N . I |
Metoda ciepta ++ 4+ : +4+ 4+ + + +
i
Metoda zimna ++++5++++ +4+++ ++++t++++}

Uzyskane wyniki przemawiajg na korzys¢ metody zimnej. Jednak wy-
ciggniecia ostatecznych wnioskéw malezy oczekiwaé dopiero po przeba-
daniu wigkszej ilosci surowic. W toku pracy zwrécono réwniez uwage na
zgodnos¢ wynikéw OWD oraz proby barwnej Sabin-Feldmana 1 odczynu
§rodskérnego Frenkela, Poréwnanie przeprowadzono w 39 przypadkach.

Zgodnosé¢é wynikéw rozpatrywano oddzielnie dla metody cieplej i zimnej
~ odczynu wigzania dopelniacza. Przy metodzie cieplej zgodno$¢ wynikow
wymienionych préb wynosila 61,5%, dla metody zimnej — 66,6%0. Porow-
nujac wyniki OWD i odeczynu $rédskérnego Frenkela otrzymano zgodnosé
dla metody cieplej w 54,8%, dla metody zimnej w 58,06%. Przy poréwna-
niu wynikéw OWD i préby barwnej zgodnos¢ wynikéw wynosita 84%.
Przebadano jednak zbyt malg ilosé¢ przypadkow, by mozna hylo wyciggnaé
wnioski co do zgodno$ci odczynu wigzania dopelniacza i préby barwnej
Sabin-Feldmana. Poréwnujge wyniki OWD z prébg barwng Sabin-Feld-
mana i odczynem $rédskérnym Frenkela, a takze wyniki OWD i odezynu
srodskornego Frenkela na wiekszym materiale — widzimy wiekszg zgod-
nos¢ wynikéw dla metody zimnej. Roznica procentowa nie jest zbyt duza,
ale przy diagnostyce toksoplazmozy mawet tak niski procent moze mieé
duze znaczenie.

Ctrzymano 16.1. 1959 r. Z Zakladu Parazytologii
Inst. Med. Pracy i Hig. Wsi
w Lublinie
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EVALUATION OF THE WARM AND COLD METHOD OF THE COMPLEMENT
FIXATION REACTION IN TOXOPLASMOSIS DIAGNOSIS

287 sera were examined by means of the complement fixation reaction, applying
the cold and warm method. 282 were human and 5 rabbit sera. The results of
these examinations may be summarized as follows:

1) Positive results were obtained: by the warm method — 5,92%, by the cold
method — 14,79%.

2) The titre with the cold method is always higher than the titre obtained
with the warm method. .

3) The conformity of the results of the complement fixation, Sabin-Feldman's
dye test and Frenkel's intradermal test amounts to 61.5% for the warm method
and to 66.6°s for the cold method. The conformity of the results of the complement
fixation and Frenkel's intradermal test amounts to 54.8%/0 for the warm and 58.06%%
for the cold method. The conformity of the results of the complement fixation test
and the dye test amounts to 84 for both methods.



