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FLUORESCENCE STAFYLOKOKU A NEKTERE METODY
JEJIHO ODSTRANENI

Podplukovnik inZ. Otakar PROCHAZKA, CSc.
Vojensky tustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

Metoda fluorescentnich protildtek, popsana
poprvé Coonsem a spol. (1942) a pozdé&ji dalsi-
mi autory zdokonalend a pouZitd pri feSeni imu-
nologickych, imunochemickych a diagnostickych
otdzek, nalezla rozSifeni pouze v relativnhé vy-
soko odborné a pristrojové vybavenych labora-
toFich. Sirokému pouZiti metodiky fluorescent-
nich protildtek (FA) bréani nékterd, dosud ne-
zvladnutd duskali, jejichZ podstata neni jeSté
dobfe znadma. Jednou z takovych pfekazZek, které
se stavéji do cesty pouZiti FA v diagnostice
mikrobidlnich, riketsidlnich a virovych nékaz,
je nespecifickd fluorescence tkéani a fluoresceit-
ce nékterych bakteridlnich druhi s konjugaty
FA. V diagnostice bakteridlnich ndkaz metodou
FA se ukéazalo, Ze mnohé kmeny stafyloko-

ki, prevazné koaguladza-pozitivnich, fluoreskuji
s vétSinou preparéatl FA.

Zpravu o fluorescenci stafylokokl s konjuga-
ty normdlnich kréali¢ich sér podali Wolie a Ca-
meron (1959), Pittman a Moody (1960) a Cohen,
Cowart a Cherry (1961). Dokonce i konjugaty
sér zvirat, odchovavanych za sterilnich podmi-
nek, fluoreskovaly s nékterymi kmeny stafyloko-
ki (Cohen, Newton, Cherry a Updyke 1963 ). Vétsi-
na z téchto autorti uzaviela svoje prace vyslove-
nim nézoru, podepfeného aglutina¢nim a precipi-
taénim prlikazem protilatek proti stafylokokiim
v sérech normdlnich nebo steriln& odchovéava-
nych zviFat, Ze za fluorescenci stafylokokd jsou
odpovédny prave tyto protilatky. Je to nazor sto-
jici na bazi specifické reakce mezi burikou stafy-
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lokoka a prepardtem FA, ktery obsahuje zkon-
jugované protilatky proti stafylokokdm.

Jiny smér, zastdvany Komninosem a Tompkin-
sem (1963) nebo Lindovou, Reynovou a Birch-
Andersenem (1964), hovoii o fluorescenci stafy-
lokokd jako o nespecifické fluorescenci, tedy
jako o jevu, pfi némZ se uplatiiuji pfevazné jiné
mechanismy neZ specifickd reakce antigenu
s protilatkou.

Proti tvrzeni autorti, zastivajicich nézor na
specifickou fluorescenci stafylokokdli s piislus-
nymi protilatkami obsaZenymi v preparatech
FA, stoji nékolik zdvaZnych fakt. Jde hlavné o to,
Ze séra, z nichZ byly pfipraveny FA, maji rela-
tivné nizky titr antistafylokokovych protilatek
(prokdzany aglutinacné a precipitacné) a na-
opak ,staining titre“ t&chto FA je vysoky a pre-
sahuje titr skutecné prokazanych protilatek.
Dale stoji proti tomuto ndzoru i zjiSténi, Ze
z prepardtii FA nelze antistafylokokové protilat-
ky (jejich konjugéty) odstranit vysycenim sus-
penzi pfislusného kmene stafylokoka (formoli-
zovanou nebo Zivou], ktery je pouZit pro vlastni
studium fluorescence. Konec¢né proti mySlence
specifické fluorescence stafylokokli sméfuje
i Hirschiiv (1964) nélez termolabilniho faktoru
v Cerstvém séru morcete, ktery je schopen vazat
se na buiiky stafylokokii. Tento termolabilni
faktor neni protildtka (termolabilita) ani kom-
plement (nevyZaduje pfitomnost dvouvalentnich
ionti).

Né&zor héjici nespecificky charakter fluores-
cence stafylokokli s FA mé jednu zdkladni slabi-
nu a tou je skutecna pritomnost antistafylokoko-
vych protilatek v preparatech FA.

V nasi préci (Franék, Prochazka 1965, Pro-
cbdzka 1965a, Prochdzka 1965b, Prochazka, Ko-
tynek 1965) jsme se snaZili odpovédét alespori
C4steCné na otazku, zda je moZno fluorescenci
stafylokokii Giplné odstranit nebo alespoii sniZit
do té miry, aby pfi diagnostickém pouZiti FA ne-
dochéazelo ke Kklamnym pozitivhim néalezGm.
Kromé& toho jsme se pokusili osvétlit i charak-
ter fluorescence stafylokokii (specifickd nebo
nespecificka reakce).

Préaci jsme rozdélili do téchto skupin:

1. Pokusy o odstranéni fluorescence stafylokoki
pomoci vysycovani konjugati FA.

2. Pokusy, v nichZ jsme k inhibici fluorescence
stafylokokli pouZili vlastnosti normaéalniho
morceciho séra (Hirsch 1964), normaélniho
kréaliciho séra, krédli¢iho antistafylokokového
séra (pfed vlastni aplikaci FA) a teplem in-
aktivované preparéaty FA.

3. Pokusy, v nichZ jsme k odstranéni fluores-
cence pozméiiovali povrch buiiky stafylo-
koka. .

4. Pokusy, v nichZ jsme pouZili jako FA konju-
gat lidského sérového albuminu, ¢istych pro-
tildtek proti dinitrofenylovanému bovinnimu
gama globulinu a globulinové frakce seleciho
prekolostrdlniho séra.
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Tabulka 1

Vliv vysyceni konjugdtu na fluorescenci stafylokokii

kPo(;;}?llgt?it Zptsob vysyceni Fluorescence
BGG 0 +++
BGG 1 x PK]J +++
BGG 2 x PK] ++
NKS 0 +++

NKS 1 x PK]J ++ +
NKS 2 x PK] ++ — +++
BGG prec. BGG-antiBGG +
NKS prec. BGG-antiBGG + — ++
BGG susp. formol. stafyl. ++
NKS susp. formol. stafyl. ++
BGG (1 :2) susp. Ziv. stafylok. ++
BGG (1 : 4) susp. Ziv. stafylok. ++
BGG (1 : 8) susp. Ziv. stafylok. +

PKJ] = praSek kréalicich jater
NKS = normadlni krali¢i sérum (konjugat)

Ke studiu fluorescence stafylokokii a jejiho
odstranéni jsme vybrali z nékolika desitek kme-
nll Staphylococcus pyogenes takovy kmen, ktery
velmi intenzivné fluoreskoval se vSemi pouZity-
mi preparaty FA. Byl to koaguldza — pozitivni
kmen €. 14 z Gstavnich sbirek, jehoZ dalsi vlast-
nosti jsme nestanovovali. Kromé tohoto kmenu
jsme v préaci pouZili (p¥i metodé formolizace
stafylokokl) i fady dalsich kmeni velmi podrob-
né antigenné specifikovanych (kmeny Oedinga
28, 1503, 2095, 2253, 3189, 3647, F - 21, 17 A,
S - 365, Wood 46, a kmeny Cowan I, II a IIIj.
Kultivactnim médiem pro stafylokoky byly: krev-
ni agar, obyCejny agar a jatrovy bujoén. Suspenze
stafylokokdi byly opakované promyty sterilnim
fyziologickym roztokem a pofizeny 2z nich
prepardty na mikroskopickém skle. Fixace
metanolem 3—4 minuty.

K fluorescentnimu barveni preparati stafylo-
ko%a jsme pouZili konjugaty normaélnich i imun-
nich sér ( globulinovych frakci) s fluoresceini-
zotiocyanatem (FITC). Byly aplikovany konju-
gaty normélniho bovinniho gama globulinu
(pF¥ipraveného rivanolovou metodou), norméalni-
ho kréli¢iho séra, krali¢iho antitularemického
séra, krysiho séra proti antigenim kiiZe, vepfo-
vého séra proti encefalitidé, seleciho preko-
lostralniho séra, ¢isté protildtky proti dinitrofe-
nylovanému bovinnimu gama globulinu (DNP-
BGG) a krystalického lidského sérového albu-
minu. Pfiprava konjugatdi byla provedena podle
metody Goldstein, Slizys, Chase (1961) a Lewis,
Jones, Brooks a Cherry (1964). Volny FITC byl
odstranén na sloupci Sephadex G - 25 nebo
G - 50. V nékterych piripadech (konjugaty krali-
¢itho normélniho séra a kraliciho antitularemic-
kého séra) byly konjugaty frakcionovany na
sloupci Sephadex G - 200 a byly ziskdny frakce
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Tabulka 2

Vliv inkubace stafylokokii na preparaté s normalnim mor-

tecim sérem a barveni smési konjugédtu bovinntho nor-

malntho gama globulinu s fyziologickjm roztokem,

normélnim krili¢gim sérem a kréaliéim antistafylokokovim
sérem na fluorescenci stafylokokii

o R Fluores-

Zpusob inhibice cence
Kontrolni preparat i
Norm. mor¢. sérum +++ Inkubace se sérem
Norm. mor¢. sérum 30 min. p¥i 37 °C.
inakt. 56° 30 min. +++ Konjugat BGG
Norm. mor¢. sérum
3krat vyménéné +++
BGG konjugét + Preparaty stafyloko-
fyziol. roztok (1:1) ++ ki barveny smési

p . o
BGG konjugét + 30 min. pfi 37 °C
NKS (1:1) +
BGG konjugat +
antistaf. kral.
sérum €. 86 (1:1) =
Teplem inaktivovany Preparaty stafyloko-
konjugat BGG et kil barveny smési
: A o

Teplem inaktivovany 40/ mig. pil 37 °C
konjugat NKS Aefe
Kontrolni preparat
konjugatu NKS e ik

19S a 7S globulinfi. Také ty byly pouZity k fluo-
rescentnimu barveni stafylokokd.

Prepardaty po obarveni FA byly vyhodnocovany
na sovétském fluorescenc¢nim mikroskopu ML - 2,
filtry SS-15-2,BS-8-2,S 3,S -7 - 2, bariérovy
filtr Cis. 2.

1. Vysycovaci pokusy: Do vysycovacich pokusit
jsme zahrnuli techniky adsorpce konjugétli na
praSek normadlnich krali¢ich jater, na imunni
precipitat bovinniho gama globulinu s anti- ga-
ma globulinovym sérem a na Zivou nebo formoli-
zovanou suspenzi stafylokokl (byl pouZit tyZ
kmen, jehoZ fluorescence byla studovéana). Pii
vysycovani prdSkem krali¢ich jater jsme pouZili
jednondsobné a dvojndsobné vysyceni 50 mg
prasSku kralicich jater (PKJ) na 1 ml konjugétu.
Pritom jsme rovnéZ sledovali zmény v koncentra-
ci bilkovin v konjugatu. Pozorovali jsme jejich
ubytek, ktery znamenal i pokles intenzity speci-
fické fluorescence. Fluorescence stafylokoki je
timto procesem postiZena velmi madlo (tab. 1).

Suspenze formolizovanych stafylokokd, kterou
jsme pouZili k vysyceni konjugétd, byla 100né-
sobek zkumavky ¢is. 1. Mc Farlandovy stupnice
zédkalu, Zivd suspenze obsahovala 10° mikrobnich
1€l v 1 ml. V tab. 1 jsou uvedeny vysledky vysy-
covacich pokuslli pomoci stafylokokové suspenze
formolizované nebo Zivé. Ob& suspenze maji, po-
kud jde o stupeii odstranéni fluorescence stafy-
lokok1, pribliZzné stejny Gcinek. Zda se, Ze cast
fluorescence (snad ta ¢ast, ktera naleZi specific-
ké reakci) je vysycenim stafylokokovymi suspen-

zemi odstranéna (pokles fluorescence ze +++
na ++). Zbyvajici fluorescenci, stéle jeSté inten-
zivni, nutno pravdépodobné pric¢ist na vrub ne-
specifické fluorescence.

K vysyceni konjugéth jsme pouZili i imunniho
precipitatu BGG — anti BGG. Nejprve jsme pro-
vedli precipitaci a k precipitdtu jsme pridali kon-
jugat. V tabulce 1 jsou uvedeny dva priklady
aplikace imunniho precipitdtu pri odstrariovani
fluorescence stafylokoki@i. PFi pouZiti konjugéatu
BGG doslo k vétSimu poklesu fluorescence sta-
fylokok@t po vysyceni imunnim precipitatem,

Tabulka 3

Charakteristiky konjugétii pouZitych p¥#i studiu vlivu
formolu na fluorescenci stafylokokii a také v dalsich
pokusech o odstranéni fluorescence stafylokokii

. prlSOb ! olekulérni'
Konjugéat konjugace pom?o‘?l’l;c.
BGG borat 6,78
Antitularemické kralici
¢.124 SIGMA cely fosfat 9,33
frakce 19S fostat 7,20
7S fosfat 4,25
¢. 125 SIGMA cely fosfat 6,03
frakce 19S fosfat 7,73
7S fosfat 1,55
¢. 125 160563 cely fostat 12,20
frakce 19S fosfat 9,82
7S fosfat 9,50
¢. 126 SIGMA cely fosfat 7,60
frakce 19S fosfat 8,30
7S fosfat 4,50
¢. 126 160563 cely fosfat 11,30
frakce 19S fosfat 11,90
78 fosfat 11,10
Normaélni krali¢i sérum
¢.45 160563 cely borat 14,30
frakce 19S5 boréat 16,57
7S borét 12,10
¢.45 301161 cely borat 17,40
frakce 19S boréat nestanoven
78 boréat 11,00
ALW krysi protikoZni & 152 fosfat 5,71
¢. 153 fostat 4,05
Vepfovy antiencefaliticky borat 19,10
Seleci prokolostrédlni fosfat 12,90

Né&zev SIGMA nebo ¢islo stojici za ¢islem konjugéatu jsou
znatky pouZitého FITC. SIGMA je preparat americky
(Sigma Chemical Comp. St. Louis lot 111 B — 612 — 19),
oba dali preparédty jsou vyrobkem Vyzkumného ustavu
pro farmacii a biochemii v Praze.
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Tabulka 4

Vliv formolu na fluorescenci stafylokokii. A. Vliv 5%
formolu p¥i 24hodinovém piizobeni na preparat
Staphylococcus pyogenes kmen 14. Koncentrace bilkoviny
v konjugéatech byla upravena na 5 mg/ml

. . Preparédt stafylokoka
PouZity konjugéat
neformolizovany| formolizovany

124 Sigma cely +++ & = 4
19S ++ 0
7S + — ++

125 — 160563 cely 44+ +
198 ++ — +++ =
7S +++ =

125 Sigma cely 44+ s A
198 + — ++ =
78 +++ =

126 Sigma cely ++4 o
198 + — ++ -
7S +t +

126 — 160563 cely +4+ — 4+ w =
19S ++ R
78 +++ =

NKS — 301161 7S ++

NKS — 160563 78 ++ =

ALW ¢. 152 ++ — +4++ o+

ALW ¢. 153 G — i +

Vepfovy antiencefali-

ticky ++ +

Seleci prekolostralni ++ &=

zfejm& v diisledku specifi¢nosti
K sniZeni fluorescence stafylokokii doSlo i v pii-
padé NKS, a to ve vétSim méritku neZ pri vysy-
ceni konjugatu suspenzi homologniho kmene
stafylokoka, at jiZ Zivé nebo formolizované.

Pokusy o odstranéni fluorescence stafylokokt
pomoci adsorpce nedavaji dostate¢né spolehlivé
vysledky. Podle naSich zkuSenosti nejsou tyto
metody vhodné pro diagnostické laboratofe. Tyto
vysledky se nevztahuji na metodu odstratiovani
nespecifické fluorescence tkdni pomoci vysyceni
homolognim materidlem.

2. Na zékladé Hirschovy zprdvy (1964) o vazb&
normdlniho morceciho séra na builky stafyloko-
ki jsme inkubovali preparéaty stafylokokl (fixo-
vané metanolem) s d&erstvym normdélnim (ne-
imunnim) morcéecim sérem, ddle s tymZ sérem
inaktivovanym teplem pfi 56 °C po dobu 30 minut
nebo jsme morceci sérum na preparéaté trikréat
vymeénili. Jak vyplyva z tabulky 2, nema inkuba-
ce s normdlnim morcecim sérem Zadny inhibiéni
vliv na fluorescenci stafylokokdi s konjugdtem
normdlniho BGG. Inaktivace teplem rovnéZ ne-
prindsi pozitivni vysledky, pokud jde o sniZeni
fluorescence stafylokok.

precipitatu.

Pri aplikaci smési konjugdtu BGG s fyziolo-
gickym roztokem, normélnim krali¢im sérem
nebo kréali¢im antistafylokokovym sérem (titr
1:160 aglutinaéni) jsme nalezli pokles fluores-
cence stafylokoka, ktery byl zvlasté v ptripadé
antistafylokokového séra vyznamny.

Shrneme-li vysledky této skupiny, lze ¥ici, Ze
smés konjugéitu s antistafylokokovym sérem od-
strafiuje z velké ¢asti fluorescenci stafylokoki.
Mechanismus tohoto pochodu neni jeSté objas-
nén.

3. V pokusech zafazenych do tfeti skupiny. tj.
pfi pokusech, v nichZ jsme se snaZili pozménit
charakter bakteridlniho povrchu tak, aby nedo-
chédzelo k reakci s konjugdtem, ale aby speci-
fickd reakce antigenu s FA byla nadéale zacho-
véana. PouZili jsme tc¢inku tepla, formolu, papainu
a trypsinu. Ve vSech téchto pokusech jsme po-
rovnéavali vliv téchto ¢inidel na fluorescenci sta-
fylokokld a na fluorescenci Pasteurella tularen-
sis. K fluorescentnimu barveni stafylokoki jsme
pouZili fadu FA, pro barveni preparatdi tulare-
mickych pasterel antitularemické sérum ¢&is. 126
konjugované s FITC 160563.

Inaktivace teplem aZ do 72 °C po dobu 5 minut
aZ 25 minut neddva standardni vysledky. V né-
kterych pripadech vymizela specifickd fluores-
cence tularemickych pasterel dfive neZ fluores-
cence stafylokoki. Pro tyto nedostatky jsme v po-
kusech s tepelnou inaktivaci nepokracovali.

a) Po predchézejicich pokusech jsme se obra-
tili k formolu jako latce modifikujici bilkovinnou
Cast povrchu a bakterii reakci s amino-, imino-
a sulfhydrylovymi skupinami bilkovin (Levy a
Silverman 1937, French a Edsall 1945, Fraenkel-
Conrat a Olcott 1948, Landsteiner a Jablon 1914),
aniZ tim byla pravdépodobné postiZena specific-
nost reakci s homologni protildtkou.

Metodika formolizace byla podrobné popsédna
(Prochéazka 1965 a). Zde uvedeme jen vysledky.
Charakteristiky pouZitych konjugati FA jsou
shrnuty v tabulce 3. Pro dokonalejsi prikaz od-
stranéni fluorescence jsme zdmérné volili vySsi
stupeil nakonjugovani protilatek.

Vysledky ptisobeni formolu na fluorescenci
stafylokoki a tularemickych pasterel jsou zachy-
ceny v tabulkédch 4, 5 a 6. Z téchto tidaji je zcela
jasné patrné, Ze formolizace podstatné a nékdy
uplné inhibuje fluorescenci stafylokokii, nesni-
Zuje (a kdyZ, tak jen v miFe velmi nepatrné)
fluorescenci Pasteurella tularensis se specific-
kym konjugétem.

b) Druhym zplisobem, umoZiiujicim pozménit
vlastnosti povrchu bakteridlni buriky, je pouZiti
papainu. Prvni zprdvu o moZnosti aplikace pa-
painu ke sniZeni fluorescence stafylokoki podali
Komninos a Tompkins (1963). V naSi laboratoi‘i
jsme potvrdili ndlezy jmenovanych autori. Zjis-
tili jsme, Ze papain v jimi pouZité koncentraci a
Cistoté (surovy papain]) nesniZuje specifickou
fluorescenci tularemickych pasterel (tabulka 7).
Ponékud jiny obraz jsme dostali p¥i pouZiti suro-
vého preparatu papainu k odstranéni fluorescen-
ce stafylokokil v obtiscich tkadni. Tam obvykle
mnoZstvi papainu jiZ nedostacuje, protoZe je spo-
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Tabulka 5

Vliv formolu na fluorescenci Staphylococcus pyogenes. B. Vliv 5% koncentrace formolu p¥i 24hodinovém piisobeni na
preparéty Staphylococcus pyogenes kmeny Oedinga a Cowana. K fluorescentnimu barveni pouZit konjugét bovinniho
gama globulinu, v ném% koncentrace bilkovin byla upravena na 14 mg/ml

Fluorescence stafylokoka
Kmen stafylokoka - neformolizovaného formolizovaného
norm. agar krevni agar norm. agar krevni agar
Oeding 28 +++ +4+ — 44+ n +
1503 ++ — +++ ++ — +++ 0 — = =
2095 +++ +4++ n -
2253 +++ ++ — +++ -
3189 +++ +++ = =
3647 +++ +4++ =+ = — +
17a s Sl +++ 0 — =
F 21 +++ +++ & —
S 365 +++ ++ — +++ 0 — = .
Wood 46 +++ oA x — + +
Cowan I ++ — +++ +++ ® =
Cowan II +4++ 44+ ” & e
Cowan III +++ +++ = n
n .... nestanovovano

trebovéano i k reakci s tkani. Proto jsme zvysili
koncentraci papainu a pouZili krystalického pre-
paratu. Vysledky silné zaviseji na mnoZstvi tkdné
na preparéatu. V téchto pripadech vyS$si koncen-
trace papainu md mens$i Gcinek na fluorescenci
Pasteurella tularensis, kterd na ¢istém preparatu
kultury za stejnych podminek digesce (koncen-
trace papainu 0,4 nebo 4 mg na 1 ml, doba di-
gesce 10—15 minut) neni prikazna.

c) Trypsin byl dalSim proteolytickym enzy-

Tabulka 6

mem, kterému jsme vénovali pozornost. Stépenim
bilkovin na menS$i polypeptidické fragmenty a
sloZky o niZ§i molekulové véaze jsme chtéli do-
sdhnout sniZeni fluorescence stafylokokii. Po-
uzili jsme trypsinu o nizké aktivité (6, 7 jednotek
na 1 ml). Trypsinizaci stafylokokdl i Pasteurelia
tularensis jsme provadéli v suspenzi i na fixova-
ném (metanolem) preparaté. Ukazalo se (tabul-
ka 8), Ze trypsin i pfi tak nizké aktivité dplné
inhiboval fluorescenci stafylokokd stejné& jako

Zavislost fluorescence stafylokokii na koncentraci formaldehydu a dobé& jeho piisobeni. K barveni pouZit konjugat
normélniho bovinnihe gama globulinu. V§jimky jsou uvedeny v tabulce

Hodiny
\ 1 3 5 24
Koncentrace formolu
0 +++ n n n A) Stafylokoky fixo-

0 . _ _ vany metanolem
1% b 1 - = S pfed plisobenim
5% S + + — + = formolu

10% ++ n = — 4 -

37% + —++ = = =
0 +++ n n B) Kontrolni preparaty
Pasteurella tularen-

0
1% FE e ++ ++ sis. Barveno konju-
5% +++ ++ ++ ++ gatem ¢&. 126 (FITC

10% b | b b 4 ++ 160563).
Ostatni podminky
37% +++ ++ ++ ++ jako v A)
0 +++ n n n C) Stafylokoky inkubo-

0 _ vany s formolem
1% T+ tt L = pfed fixacl metano-
5% +— 4+ +—++ + + lem (provedeno

10% =t | A=+t +— 4+ = % isuspensl)
37% ++ + + &

. nestanovovano
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Tabulka 7

Vliv papainové digesce na fluorescenci Staphylococcus
pyogenes kmen 14 a Pasteurella tularensis kmen SCHU.
Preparat stafylokoka byl barven pomoci konjugatu nor-
maélniho BGG (koncentrace bilkovin 8,9 mg/ml; moleku-
larni pomér FITC: bilkoviné 6,78), preparat Past. tularensis
barven konjugdtem antitularemického séra & 126 s FITC
160363 (koncentrace bilkovin 10,0 mg/ml; mol. pomér
FITC: bilkoving 7,6). PouZit surovy preparit papainu.
Aktivace 0,01M cysteinhydrochloridem

PouZity Doba ptisobeni papainu
mikroorganismus 0 ! 10 | 20 ] 30 |50 min.
Staph.
pamgrosenes | is] o [ o] o | o
Past. tularensis
SCHU 4+ 4+ HH+ +++|+++

specifickou fluorescenci tularemickych pasterel
pfi inkubaci jiZ fixovanych preparatll. U &istych
kultur zavisi vymizeni fluorescence na koncen-
traci trypsinu. Zda se, Ze Pasteurella tularensis
je k ucéink@m trypsinu citlivéjsi neZ stafylokok.

Shrneme-li vysledky této skupiny pokusi,
v nichZ byl pozménén charakter povrchu bakte-
ridlni buiiky, jevi se ndm jako univerzilné po-
uZitelny (zatim pro systém stafylokok: Pasteurel-
la tularensis) zplisob odstranéni fluorescence
stafylokokli pomoci formolu. P#i pouZiti papainu
je odstranéni fluorescence, zvlasté v otiscich sil-
né zavislé na empirickém stanoveni koncentrace
papainu vzhledem k mnoZstvi tkdné na otiscich.
Pro tento systém neni pouZitelnd metoda tryp-
sinizace.

4. V poslednim bodé jsme se pokusili FeSit,
mimo vlastni program odstranéni fluorescence
stafylokokti, i otdzku charakteru bilkovin, které
hraji pri nespecifické fluorescenci hlavni tilohu.
Na rozdilnost bilkovin konjugdtu poukézali ve
svych pracich Curtain (1958), ktery pomoci elek-
troforézy — konvekce rozdélil konjugit na 6
frakci, z nichZ ty, které obsahovaly nejméné pro-
tildtek a u nichZ pomér FITC: bilkoviné byl nej-
vyssi, ddvaly nejvétSi nespecifickou fluorescenci,
a Goldstein a spol. (1961), ktefi frakcionaci kon-
jugétu na DEAE celul6ze ziskali v prvni frakci
(0,0175 M fosfatovy pufr) nejvice protildtek a
nejméné nespecifické fluorescence.

Tvrzeni téchto autori a téch, ktefi zastdvaji
nédzor na specifickou fluorescenci stafylokokt
s konjugaty FA, jsme chtéli podloZit dalSimi daty.
Predné& jsme chtéli zjistit, zda nespecifickou
fluorescenci vyvolavaji konjugéaty albuminu, kte-
ry, jak zndmo, neobsahuje Zadné protilatky. Po-
kusy ukézaly, Ze z Fady preparéatt lidského séro-
vého albuminu (HSA) déval malou fluorescenci
jen prepardt vysoko nakonjugovany (pomér
FITC: bilkoviné molekuldrni = 8,78). Preparaty
s niZ§im pomeérem neddvaly Zadnou fluorescenci.
Proto jsme obratili pozornost na globulinovou
frakci FA. Abychom vyloudili moZnou ucast sta-
fylokokovych protildtek v konjugéatech, zacali
jsme pracovat s takovymi séry nebo jejich frak-
cemi, o nichZ ndm bylo znamo, Ze nemohou obsa-
hovat protilatky proti stafylokok@im. PouZili jsme
konjugatu globulinové frakce prekolostralniho

seleciho séra (Prochéazka, Kotynek 1965), které
neobsahuje Zadné protilatky. V tabulce 4 je uve-
den vysledek barveni stafylokoka konjugatem
seleciho prekolostralniho séra. Ackoli nebyly
pritomny Zadné protilatky, daval konjugét fluo-
rescenci se stafylokokem. Timto pokusem bylo
Caste¢né vyvraceno tvrzeni, Ze fluorescence
stafylokokdl je vyvoldna p¥itomnosti protilatek
proti nim v konjugétu. V soucasné dobé se zaby-
vame podrobné&ji charakterem bilkovin konju-
gatu prekolostrdlniho seleciho séra, které maji
schopnost fluoreskovat se stafylokokem.

Konedné jsme pouZili i preparatu Cistych pro-
tilatek proti dinitrofenylovanému bovinnimu ga-
ma globulinu (Prochédzka, Kotynek 1965). Kon-
jugat téchto Cistych protilatek nedéval se stafy-
lokoky Zadnou fluorescenci, prestoZe pomér
FITC: bilkoviné ve dvou pouZitych konjugédtech
téchto protildtek byl vysoky (7,25 resp. 8,41).
Tak jsme prokazali, Ze konjugéty Cistych proti-
latek nedéavaji Zadnou fluorescenci stafylokok,
a Ze tato fluorescence musi byt vyvoldvéana jinymi
frakcemi globulinové ¢asti konjugéatu.

Zaveér

P¥i pouZiti imunofluorescentni metody k dia-
gnostice ndkaz zplsobenych bakteridlnim anti-
genem je nutno mit vZdy na zieteli, Ze miiZe dojit
ke klamnym pozitivnim vysledkim nésledkem
fluorescence stafylokokd (popf. i jinych bakte-
rii). V préci autor uvadi prehled zpiisobid vedou-
cich k odstranéni fluorescence stafylokokili v sy-
stému Staphylococcus pyogenes — Pasteurella
tularensis. Ukazuje i na nékteré dalSi zpiisoby,
které vSak nevedly k cili.

Formolizace prepardtd s pouZitim minimé&lni
koncentrace formolu 5% a doby 3 hodin odstra-
nila fluorescenci stafylokokii z velké ¢asti nebo
tiplng, takZe ruSivy vliv p¥i diagnostice je prak-
ticky vylouden. Odstranéni fluorescence stafylo-
kokli pomoci papainu se dafi lépe u preparati
¢istych kultur neZ v obtiscich tkéni. Trypsin sice
Gplné& inhibuje fluorescenci stafylokokt, ale jeho
pouZitelnost je pro diagnostickou praxi mala,
nebot potlacuje i specifickou fluorescenci homo-
logniho antigenu.
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