iloAnoAKOBHUK MeB. CAyxdébi A-p M. Ulumoh:

nPHBHBKH 4AB nPE4ynPE?IUEHHfl 3AEOAEBAHHH
BMPyCHOH 3THOAOFHM

ElocAeaoBaTeAfaHoe BwnoAHeHHe nporpaMMbi BaKijHHaijHH b apMiin npeflocTaBAaeT AyM-
m yio BO3MO!KHOCTb SA« 3aU{HTbl B 6opb6e I|ipOTHB pHfla HHtpeKgHOHHbDIX 3a®0AeBaHHH I
obecneHHBaeT coxpaHeHue BOeHHoro noTeHyHaAa. /(o chx nop AOCTHrHyrbie pe3yAbTaThbi beik-
ijHHaijHH yoeaHTeAbHo noATBepjKkAaiOT BO3MOIKHOCTb noHTH noAHoyeHHoOro npesynpeaiaeHH «
60AbuiHHCTBa onacHbix 3a6oAeBaHKO, KaK HanpHMep ocnw, cbinHoro THiJa, »eATofi AHXopalikH

CpeflH 3a6oAeBaBHIi, BbI3BaHHDbDIX BHpycaMH Il pHKKeTCHHMIT.

Dr. M. Simon, Oberstl. d. Med. D.:

SCHUTZIMPFUNGEN ZUR PROPHYLAXE DER VIRUSKRANKHEITEN

Eine konsequente Durchfihrung des Impfprogramms der Armee bietet die
beste Abwehrmoglichkeit bei der Uberwindung sehr vieler Infektionserkrankun-
.gen, sowie ersichert das Erhalten des Militarpotentials. Die bisherigen Impferfolge
beweisen Uberzeigend dass der grosste Teil der gefdhrlichen Erkrankungen, da-
zwischen einige Virosen und Rickettsiosen, wie die Podken, der Typhus exant-
Ir(]gmaticus, das Gelbfieber usw. mit Schutzimpfungen zumeist Gberwindet werden
dnnen.

A fagtiteremelkedés reakciojanak elve és alkalmazasa
a bakteriol6giai diagnosztikédban

Irta: Biré6 Gyorgy dr. orvoisérnagy,
az orvostudomanyok kandidatusa

A koérokozo baktériumok kitenyésztése és azonositasa a kulénbdzdé vizs-
galati anyagokbd6l hosszadalmas és nemegyszer eredmény nélkili munka.
Ezért forditanak a kutatok komoly érdekl6dést olyan mddszerekre, melyek
tiszta baktériumtenyészet el6allitasa nélkiil mutatnak ra egyik, vagy masik
baktérium jelenlétére. Tobb oldalrél igyekeztek megkdzeliteni a feladat meg-
oldasat. Ezek kozott az eljarasok kozott szerepel a fagtiteremelkedés reakcidja
is (tovabbiakban: FTER).

A maddszert el6szér a harmincas évek végén Szergienko kisérelte meg
alkalmazni. Kozleménye azonban feledésbe merilt és csak 1951-ben jelent meg
hasonl6 jellegli kozlemény Katznelson, majd Katznelson és Sutton munkdja
alapjan. Ezek a vizsgalatok azonban nem emberi kdrokozékra, hanem névény-
patogén baktériumokra vonatkoztak. Eredményeikbdl kiindulva az eljarast
azdta is alkalmazzak a bakterialis eredetli ndévényi betegségek felismerésére.
Az enteralis megbetegedések diagnosztikajaba a FTER-jat Timakov és Gold-
farb, valamint Sechter széles kord vizsgalatai alapjan vezethették be nagyobb
mértékben. Ekkor kertlhetett tisztazasra a reakcio elvégzésének elve és pontos
metodikaja. Munkdassaguk nyoman szamos szerzd foglalkozott a FTER alkal-
mazasanak kulénbézd lehetdségeivel.

A FTER egyes bakteriofagok szigoru specificitasan alapul. Ezek a fagok
csak a homolég baktérium térzseken képesek sokszorozédasra. Ezért a reakcio
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elvégzését, a vizsgalati anyag kiséré baktériumfléraja nem befolyasolja. A meg-
felel6 inkubaciés id6 elteltével az eredetinél magasabb koncentraciéban vissza-
nyert fag a homolég baktérium jelenlétét bizonyitja a vizsgalati kozegben.
Ez az egyszerlinek latszé elv azonban szamos, megvalaszolasra vard kérdést
vet fel.

1. Az ,indikator” bakteriofagok kivalasztasa.

A FTER-hoz alkalmazott fagoknak szigoruan specifikusaknak, magas ad-
szorpcits készséglieknek, rovid latencia idejlieknek és magas faghozamuaknak
kell lenniok. Csak ezek alkalmazhaték az eljaras soran indikator fagként.

A fagok specificitasa csak szamos, esetleg tobb szaz baktérium tdrzson
vald vizsgalattal tisztazhatd. A specifikusnak tekinthet§ fag csak a kiszemelt
haktérium torzset lizalja és ugyanakkor annak 0sszes tipusara, valtozatara
(pl. kilonb6z6 lizotipusok, szeroldgiai, vagy biokémiai varidnsok) hatékony.
Ez a kdvetelmény nem mindig teljesithetd egyetlen fagtdrzzsel, hanem szikség
lehet tobb fagtorzs keverékének alkalmazasara, melyek egymast kiegészitve
képesek a kivant hatast létrehozni. A vizsgalat céljara természetesen csak
virulens, azaz hatadsuk eredményeként tarfoltot létrehoz6 fagok alkalmasak.

A fagok a gazdasejt fellletén részben aspecifikus, részben specifikus hata-
sok eredményeként adszorbealédnak. Ennek létrejottével megnyilik a lehet6-
ség a fag genetikus anyaganak a baktériumba valé injicidlasara. Az adszorpcié
szamos tényez6 (a gazdasejt milyensége, allapota, taptalaj, hémérséklet, pH,
mennyiségi viszonyok, adszorpciés kofaktorok) flggvénye, de egyik oldalrél
nyilvdnvaléan a fag adszorpcios képessége altal jellemzett. Az a fagtorzs lesz
a FTER céljara alkalmasabb, mely azonos, egyébként optimalis kériilmények
kozott a rovidebb idé alatt nagyobb egyedszamban adszorbealédik. Az ad-
szorpcié néhany perc alatt zajlik le. Az adszorpci6 sebességének konstansa
(K), mely jellemz6 a kilonb6zé fagtdrzsekre, az alabbi egyenlet szerint kisér-
letileg meghatarozhaté:

2,3
K =
B-t
ahol B = baktériumkoncentracio, PO =-m fagkoncentraci6 0 id6pontban,
P = at id6 alatt nem adszorbealédott fagok koncentracidja. A K dimenzidja

cm3/'min, nagysagrendje 10~10 korul mozog.

A fag genetikus anyaganak a gazdasejtbe valé bejutasatél a baktérium
pusztuldsaig, azaz érett fagrészecskék Ujbdli megjelenéséig telik el a latencia
id6. Ekkor zajlik le — a faganyag hatasara — a baktérium enzimrendszerének
olyan atallitodasa, hogy a sejten bellil tdobbé nem baktériumanyag, hanem fag-
szintézis folyik és ennek eredményeként el6szor éretlen ,fag-prekurzorok?”,
vegetativ fagrészecskék, majd érett fagok jelennek meg. Ez utébbival egyutt
jar a gyakran el6zetesen felpuffadt gazdasejtnek a maéasodperc téredéke alatt
tortén6é gyors szétrobbanasa. A latencia idé az Un. egylépéses kisérletben (one
step growth) meghatarozhatd. A latencia id6 altalaban 10—60 perc,

A gazdasejtbe bejutott egy vagy legfeljebb néhany fagbol a baktérium-
test szétesése utdn 30—40—100, vagy még tobb érett, fert6z6képes fag alakul
ki. Ezt nevezik faghozamnak. A rovidebb latencia idejli és magasabb hozamu
fagok azért felelnek meg jobban a reakcié céljara, mert intenzivebbé, gyor-
sabbéa teszik a reakciot, konnyebbé az értékelést. Mivel pedig a nagyobb szamu
infekcioképes részecske a vizsgalat inkubéaciés ideje alatt nagyobb szamu
homolég baktériumon adszorbealédhat, ill. sokszorozédhat meg, fokozédik
a pontossag.
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2. A FTER-janak modszere.

A reakcio kivitele a kdvetkez6 alapelveken nyugszik:

a) A vizsgdlandé anyag bevitele olyan kodzegbe, mely kedvezd a faghatéas
létrejottére. E célra folyékony taptalajt alkalmaznak, legtdbbszér a szokasos,
esetleg kulénb6z6 tdpanyagokkal feljavitott bouillont. Sziikség lehet az elegy
kulon pufferezésére is, féleg akkor, ha a vizsgalt anyag a pH-t savanyd iranyba
tolja el, amely kedvez6tlen a faghatasra. Ebbe a folyékony taptalajba vi-
szik be a szilard vizsgalati anyagot elddrzsdlve, szuszpenzié formajaban,
10—20%-nyi mennyiségben, folyékony anyagot gy, hogy a taptalaj ne higul-
jon fel tulsagosan (esetleg dupla bouillont lehet hasznalni). Membranfilteres
viz, vagy levegd vizsgalatnal annyi bouillont éntenek a filterlapra, hogy azt
jol ellepje. Egyidejlleg két azonos vizsgalati lombikot, vagy kémcsovet készi-
tenek minden vizsgaland6é anyagbol.

b) Az egyik vizsgalati edénybe adagoljak az indikator fag megfelel6 meny-
nyiségét. Ez két szempontbdl is megfontolast érdemel:

— minél kevesebb a bejuttatott fag mennyisége, anndal kisebb a val6szin(l-
sége annak, hogy a fag a vizsgalati anyagban lev6é csekély szamu baktérium-
mal, melyen megsokszorozodasa létrejohet, taldlkozzék, tehat pozitiv reakciét
kapjunk,

— ha pedig talsagosan sok fagot adagolunk az elegyhez, akkor egy bakté-
riumon nagyon sok fag adszorbealédhat és ennek eredményeként a baktérium-
test feloldédhat a fag multiplikalédasa nélkal (lysis from without).

A Kkilonb6z6 szerz6k altal az eltéré tulajdonsagd indikator fagtorzsek
szamara javasolt mennyiség 102—105 nagysagrend(i részecske szam a vizsga-
lati elegy egy ml-ében.

¢) A masik vizsgalati edény a szabad fagok kimutatdsara szolgal. A vizs-
galt anyagban ui. lehetnek — bar tapasztalat szerint ritkan — a faghatas ki-
mutatasara hasznalt baktériumtoérzset oldé fagok olyan mennyiségben, hogy
a reakcid leolvasasat, értékelését zavarhatjak. Ennek kizarasara sziikséges
a szabad fag tartalmat meghatarozni.

d) Az indulasi fagszam meghatarozasa, szilard taptalajon, a szokasos maéd-
szerekkel. El6tte a vizsgalati elegyet olyan mértékben szikséges higitani, hogy
a lemezen a tarfoltok jol szamolhaték legyenek.

e) Az indikator fagot és a szabad fag kontrollt tartalmazé edények inku-
halasa 37 C°-os termosztatban. Az inkubéacié ideje néhany d&ratél egy napig
terjedhet. Ennek az id6tartamnak ndvelése emeli a reakcid érzékenységét,
mert a kimutatand6 baktérium is szaporodasnak indul, nagyobb a lehet8ség
a fagrészecskével vald talalkozasra és a tobb, faghatasnak Kkitett baktérium
tobb fagot is képes egyittvéve produkalni. Alacsonyabb kiinduldsi fagszam
esetében is célszerd az inkubacios id6t megnyujtani, hasonlé okbol. Tapaszta-
latunk szerint 102/ml fagszam mellett 20—22 6réas inkubéacié optimalis és biz-
tositja a maximalis érzékenységet.

f) A kisér6 baktériumfléra eldlése céljabol mindkét anyagot az inkubacio
utadn centrifugaljak és 58 Cc°-os vizfurdén kezelik 30 percig. A centrifugalas
esetleg elhagyhato.

g) A fag mennyiségi meghatarozdsa az indulasnal alkalmazott modszerrel
és ugyanolyan, ill. nagyobb higitasban. Hasonléan vizsgaljak a szabad fag
tartalmat is. Amennyiben ez utébbi zavaré mennyiségben nincs jelen, a re-
akciot pozitivnak akkor tekintik, ha a fagszdm a kiindulashoz képest Iénye-
gesen emelkedett. Ez — a kisérleti hibdk okozta hamis pozitiv eredmények
kizdrasara — altaldban legalabb haromszoros legyen. Vizsgalataink szerint
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azonban a fagszam emelkedés pozitiv esetben mindig ennek tobbszdordse: tiz-
szeres-szazszoros vagy/ tobb.

Goldfarb és munkatarsai beszamolnak arrél, hogy sikerilt a szabad fagot
a vizsgalati anyagbol az eljaras megkezdése elétt megfelel6 adszorbensek
alkalmazasaval teljesen eltavolitani. Ily mdédon ez a zavard korilmény meg-
sziintethetd.

3. A FTER-janak alkalmazéasi lehet8ségei.

A FTER elvileg minden olyan baktérium kimutatasara alkalmas, amellyel
szemben aktiv fagot izolalni, vagy adaptalni sikertl. A kutatasok leginkabb
a salmonellak és shigelldk kimutatasara iranyultak, de beszdmolnak jé ered-
ményekrdl a pestis és kolera korokozéjanak kimutatasaban is. Kevéssé alkal-
mas az eljaras a brucelldk diagnosztizalasara. Ez részben a gazdasejt kilonle-
ges biologiai tulajdonsdgainak, részben a gyengén aktiv fagoknak tudhatd be.

Az emlitett kérokozok székletbdl, vérbdl, vizeletbdl, vizbdl, élelmiszerbél
stb. egyarant kimutathaték. A reakcid érzékenysége magas: vizb6l egy bakté-
rium ml mar biztosan kimutathatd, élelmiszernél 10'—102 baktérium/g, szék-
letnél 104—105g a hatarérték. Ugyanakkor a szokasos bakteriol6giai maéd-
szerekkel 105—106/g nagysagrendl korokoz6é szdm nem mindig mutathatd Ki,
a hapténes gyors moédszer hatara pedig 10®—107/g csiraszamnal van. Ezen-
kivil a koérokozok biokémiai, tenyésztési és bizonyos mértékig szeroldgiai
tulajdonsagai is megvaltozhatnak a vizsgalati anyagban, f6leg ha — amint
gyakori — hosszabb id6 telik el a mintavétel és a feldolgozas kozott. A FTER
ilyenkor is meg6rzi hatarozott pozitivitdsat (Goldfarb, Osztrovszkaja).

A FTER érzékenysége a vizsgalati anyagon kivil a kimutatandé kérokozoé-
nak is figgvénye: pl. salmonellaknal kissé magasabb, mint shigellaknal.

Kiulonodsen elénydsen alkalmazhaté a FTER ott, ahol az el6zetes anti-
biotikum adagolds a korokozdé kitenyésztését zavarja (Sztrongorszkaja).

Kozelko szerint a FTER kivaléan alkalmas fert6zott teriileten a fert6tle-
nités eredményességének, hatasfokanak ellendrzésére: hatékony fert6tlenités
esetén a kornyezet targyai mosofolyadékanak pozitiva FTER-ja megsz(nik.
Donaldson kiemeli a mddszer jelentdségét a biologiai fegyver kimutatasdban.

A FTER elvégzésének ideje a fag sokszorozédasanal haszndalt inkubacios
id6tél figg. A legmagasabb érzékenységet jelentd 20 o6rads inkubacio mellett
25—27 6ra alatt kaphaté meg a végleges eredmény. Az inkubaciés id6 csok-
kenthetd, ha varhatéan magas a kimutatand6 baktériumok szama a vizsgalati
kozegben. llyenkor mar 10—12 6ra alatt megvan az eredmény. Esetleg bedllit-
haté tobb, parhuzamos vizsgalat is, kilénb6z6 inkubacios id6kkel. A rdvidebb
inkubacié melletti negativitds nem zarja ki azt, hogy hosszabb inkubacidval
pozitiv eredmény mutatkozhat.

4. A FTER alkalmazasanak korlatai.

A reakcid a vizsgalandé baktériumtorzs fagérzékenységéhez kotott. Ha a
vizsgalati anyagban levé baktériumtdrzs az alkalmazott faggal szemben rezisz-
tens, hamis negativ eredményt kapunk.

A vizsgalati anyagban nem specifikus, fagot adszorbealé agensek lehetnek,
amelyek a reakcié lefolyasat zavarjak, ill. értékelését lehetetlenné tehetik.
Nagyszamu homoldg, de elpusztult baktériumon is adszorbealédhatnak a fagok,
melyek ily médon hatastalanna valnak.

A reakcié él6, szaporodé homolég baktériumok jelenlétében zajlik le.
A vizsgalandé anyag tarolasi id6tartamaval forditott aranyban valtozik a
FTER pozitivitasa, bar kétségkivil kisebb mértékben, mint a klasszikus bak-
teriolégiai modszereké.
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Bizonyos kémiai anyagok is csokkentik a faghatast. Ez azonban a tap-
talaj Osszetételével bizonyos mértékig blokirozhaté: pl. az indol hatasa tripto-
fannal, a néhézfémeké peptonnal.

Széleskor(i diagnosztikai munka végzéséhez nagyszam( indikator tag-
torzsre van sziukség. Ezeknek és megfelel6 baktériumtdrzseiknek fenntartasa
munkaigényes feladat, tehat csak nagyobb laboratériumokban célszerd.

A FTER nem teszi leheté6vé finomabb bakteriolégiai analizis elvégzését
és ezért nem mindig hatékony a jarvanylgyi kutatas céljara akkor, ha egy-
idejdleg nem tértént meg a korokozd tdrzs kitenyésztése. Ugyanakkor azon-
ban a korai, megbizhaté eredmény megadasaval hasznos segitftarsa az epi-
demiolégusnak.

A pozitiv reakcio, a kérokozé kitenyésztése nélkul is, hatarozottan és egy-
értelmlen a homolég baktérium jelenlétét mutatja.
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