14 SBORNIK

OTAZKY IMUNOFLUORESCENCNI METODY V PROGRAMECH
ZAPADNICH ARMADNICH PRACOVIST

Podplukovnik MUDr. Jifi FRANEK, CSc.,
Vojensky tustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

Predpokladem redlného vyhodnoceni moZ-
nosti, které poskytuje pouZiti imunofluores-
cenc¢ni metody specifické detekci a rychlé diag-
nostice, je co nejpresnéjsi informovanost o do-
savadnich vysledcich i problémech.

Urcity souhrn zikladnich poznatkdi o moZ-
nostech diagnostické aplikace FP méla pra-
covnikim hygienicko-protiepidemické sluZby
poskytnout série soubornych referatti, ukonco-
vana timto sbornikem.

Jiny zdroj informaci pfedstavuji publikace,
vychéazejici z vedoucich z&padnich armédnich
vyzkumnych pracovist — vyzkumného stfedis-
ka v Portonu (P), laboratofi chemického voj-
ska ve Fort Detrick (FD) nebo armédniho vy-
zkumného ustavu Waltera Reeda ve Washing-
tonu (WR). DneSni prehled je vénovdn pravé
tomuto materiédlu, jehoZ cena je v tom, Ze pfre-
svédcivéji neZ co jiného ukazuje vojenské per-
spektivy a tendence, resp. zamySlené misto
imunofluorescence v problematice BBP.

Prvni publikace z armédnich pracovist se
objevuji v letech 1958—1960, tedy aZ po uve-
fejnéni nejen Coonsovych praci o novém me-
todickém principu, ale i fady sdéleni zabyva-
jicich se principidlni moZnosti rychlé diagnos-
tiky, i otdzkami specifické detekce v prostredi.
Prevlddajici predstavou byla v té dobé& ,apli-
kace Coonsovy techniky“; v souhlase s tim byly
jednotlivé prace zaméreny na ovéfeni moZnosti
priikazu toho kterého agens pomoci FP, pfipra-
vovanych z b&Zné& pouZivanych diagnostickych

sér, aniZ by byly bliZe studovdny imunologické
otazky reakce. Carter (1958 FD) pouZil v jedno-
duchych experimentdlnich podmink&ch nepfi-
mé metody FP k priikazu P. pestis, P. tularensis,
Br. suis a Vi. comma. Byla zkouSena i moZnost
prikazu nékolika rfiznych agens na jediném
preparatu. Ve stejné dobé& se Hansen (1959 FD)
pokusil diferencovat spory B. anthracis od spor
jinych prislusnikd rodu Bacillus. Autor zjistil
vysoké procento nespecifickych reakci, které
se nepodafilo odstranit zkfFiZenym vysycova-
nim. Z tohoto obdobi poch4zi i metodika kon-
trastniho dobarvovdni prepardati konjugdtem
albuminu s LRB 200 (Smith a spol., 1959 WR].

Od samého zadatku byla také propracovédna
metodika priikazu P. tularensis. Prvni metodic-
ké zku3enosti s pripravou vhodnych hyper-
imunnich sér a specifickfch konjugétii popsal
Yager (1960 FD). FP byly zkouSeny k priikazu
pasterel ve vzduchu (Jaeger a spol. 1961 FD).
V experimentédlnich podminkédch se dafilo ve
vzduchu, prosdvaném rychlosti 20 litri za mi-
nutu kaskddovym impaktorem, prokazovat
i zcela ojedin&lé pasterely: citlivost byla uda-
véna pocCtem asi 20 mikrob@ na skli¢ku impak-
toru, pfi ¢emZ piitomnost vzdu$né banélni
mikrofléry ani v poméru 1000 : 1 nebyla na pie-
kéazku.

V pozdé&jsich letech byly antitularemické FP
pouZivany pri studiu otdzek patogenezy inha-
ladni tularémie a vakcina&niho procesu pfi
inhala¢ni imunizaci (Eigelsbach a spol. 1962
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FD, McGavran a spol. 1962 FD, White a spol.
1962 FD, White a spol. 1964 FD). V rdmci dkolu
jsou v3ak sledovany i diagnostické aspekty.
FP byly mj. pouZity i k dspéSnému priikazu
pasterel ve formolinizovanych vzorcich organt
(plic, sleziny, uzlin, kiiZe aj.) osmi zemielych
lidi a v excidované axildrni uzliné z pripadu
benigné probihajici ulceroglanduldrni formy
tularémie (materidly pochéazely z let 1937 aZ
1961) (White a spol. 1965 FD). Pozoruhodnosti
prace je zejména stari vySetfovaného materia-
lu. Co do dokumentované morfologie specific-
ké fluorescence se ndlez kryje s tim, co jsme
sami pozorovali pfi vySetfovani prirozené infi-
kovanych zajici. Pridce bohuZel neobsahuje
Zadné kvantitativni tdaje o ndlezu u jediného
vySetfovaného pripadu s benignim prib&hem
(z roku 1961, tj. s antibiotickou 1é¢bou); autofi
se pouze zmifiuji o vlivu antibiotik na histo-
logicky obraz, ktery u lé€enych ztrdci své cha-
rakteristické rysy a diagnostickou cenu. Také
pokus na zvifeti za téchto podminek selhal.

Pracovnici armédnich tstavii se nepodileli na
pracech publikovanych v USA a vénovanych
vypracovani metody priikazu P. pestis (Moody,
Winter a spol. v letech 1957—1959). V posledni
dobé se vSak objevilo sdé&leni obsahujici tyto
informace: FP (pripravované ze sér Kkralikd
imunizovanych Cistou frakci Ib nebo Zivym vak-
cindlnim kmenem A 1122) se v poslednich
3—5 letech béZné pouZivaji v USA k identifi-
kaci kmenti P. pestis, izolovanych v ohniscich.
V laboratofich stdtni zdravotni sluZby bylo
identifikovdno celkem 7 izolatli od lidi a 168
od hlodavci (s jedinym nesprdvné negativnim
vysledkem u atypického kmene P. pestis
»,Bryan“). V roce 1962 byl na Aljasce izolovan
mikrob, ktery v pokuse na mySi daval zietel-
nou, i kdyZ morfologicky necharakteristickou
fluorescenci s antimorovym konjugidtem. Kmen
nemél typické vlastnosti a byl proto podroben
podrobnému studiu na né&kolika pracovistich.
Nakonec byl uréen jako P. pseudotuberculosis
rhodentium, tvorici v orgdnech zvifat material
biochemicky témér identicky s krystalickou
frakci I P. pestis. Otazkou se systematicky za-
byvala skupina odbornikii, jejimZ ¢lenem byl
i pracovnik FD (viz Quan a spol. 1965). Sku-
pina provedla podrobnou analyzu kmene, vcet-
né biochemické identifikace antigennich frakci
tvofenych in vitro a in vivo. Peclivé byly sle-
dovany rGzné aspekty spolehlivosti imunofluo-
rescenctni reakce (kterd dala chybny vysledek
stejné jako reakce aglutinace a hemaglutinace)
a byla stanovena nova kritéria hodnoceni vy-
sledki, podloZend mj. podrobnym studiem mor-
fologie fluorescence pasterel in vivo.

Svym zplisobem odpovédi na pokusy pouZivat
k prikazu B. anthracis antikapsuldrnich fluo-
reskujicich protilatek je prace biochemiki Leo-
narda a Thorna (1961 FD), ktefi se snaZili iden-
tifikovat protilatky reagujici s d-glutamylpoly-
peptidem pouzdra. Autofi takové protilatky
v antikapsuldrnich sérech nezjistili. Ziskali
vSak doklady o tom, Ze reakce miiZe byt vy-
voldna lysozymem, obsaZenym v séru, které je

vedly k zavéru o nespecifické precipitaci. Jako
jeden z prtikazli sprdvnosti takového z4véru
pouZili i aplikaci konjugédtu lysozymu s FITC
na opouzdrené bacily. Ve srovnédni s dnes znéa-
mymi fakty o charakteru imunofluorescenc¢ni
reakce s pouzdrem B. anthracis (viz pifehled
publikovany v tomto sborniku) vynikd jedno-
strannost pracovniho zaméifeni autorti a velmi
zjednoduSend metodika prace s FP. V kaZdém
pfipadé vSak jde o prvni préci ve svétové lite-
ratufe, kterd se pokusila o analyzu reakce na
§pickové drovni — alespoii co do pouZitého
komplexu biochemickych a imunochemickych
metod. Zplisob zpracovani sdm o sob& sv&déi
o rozsahu a dukladnosti priace, v&nované ve
Fort Detrick problematice B. anthracis.

Systematicky je zcela zFejmé& zpracovavdna
i problematika diagnostiky virov§ch infekei,
jejichZ vybér je charakteristicky.

MoZnost priikazu viru VEE v tkaiiové kultufe
pomoci FP studovali Metzger a spol. (1961
WR + FD), ktefi potvrdili redlnost takové apli-
kace. Prace vSak byla provdd&na pouze s virem
adaptovanym na kufeci embrya a autofi proto
sami zdtraziiuji, Ze vysledky nelze pred&asné
zevSeobeciiovat.

Podobné jen v experimentédlnich podminkéach
byl studovén virus Zluté zimnice (De Groot 1960
WR]). Autorim se podaiilo prokazovat virus
v perinukledrni z6né& buné&k tkaiiové Kkultury
dfive, neZ doSlo k vytvofreni CPE.

FP byly zkouSeny i k rychlé diagnostice RVF
viru na tkaiiovych kulturdch a v orgdnech
experimentdlnich zvifat (Easterday 1963 FD).
Podle zkuSenosti z této préce se pro diagnosti-
ku lépe hodi tkéiiové kultury neZ preparaty
Z orgdni: je zcela jasny rozdil ve specifické a
nespecifické fluorescenci a jeji intenzita je
vy$8i. V prepardtech z organil neni tak presna
lokalizace fluorescence v burikdch, neni tak
Cisté pozadi a navic n&které elementy (napfk.
Purkyiiovy builky) maji velkou tendenci k ne-
specifické adsorpci konjugéti.

Ve srovnani s témito vyslovené& experimen-
talnimi pracemi jsou pozoruhodné tudaje obsa-
Zené ve sdéleni Doziera (1963) na arméadnim
sympoziu o BBP: v laboratoifich zdravotnické
sluzby americké armdady se podafilo pomoci
FP identifikovat viry RVF a VEE na tkatiovych
kulturdch béhem 24 hodin po inokulaci klinic-
kého materidlu. To mj. znamena, Ze vysledky,
publikované samotnymi odborniky, jsou vyslo-
vené dil¢i, pochéazejici ziejmé z ddvno ukonde-
ného pocéte¢niho obdobi prace.

Metodika neutraliza¢niho testu pro kvantita-
tivni stanoveni protildtek proti viru psitakézy
byla publikovdna v roce 1965 (Hahon a spol.
1965 a FD). Jeji podstatou je zjisténi, Ze prfi
aplikaci virové suspenze, smichané se sérem
obsahujicim specifické protilatky, na vhimavou
tkafiovou kulturu dochéazi k signifikantnimu
sniZeni poctu fluoreskujicich bunék, prokazo-
vanych specifickym konjugidtem piimou imu-
nofluorescen¢ni metodou. Reakce je vysoce cit-
livd, vysledek je zndm b&hem 24 hodin.

Ve stejném roce publikoval Hahon zprédvu
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o0 moZnosti kvantitativniho priikazu viru vario-
ly na monolayeru McCoyovych bunék. Byly
podrobné zjiStovdny podminky zabezpedujici
maximalni adsorpci virového inokula na buriky
tkaniové kultury a standardnost reakce. Bylo
zjisténo, Ze hodnotitelnou fluorescenci je moz-
né pozorovat uZ od samé hodiny po inokulaci.
Diagnosticky optimélni interval je 16—20 ho-
din. Autor konstatuje, Ze predbé&Zné vysledky
potvrzuji pouZitelnost testu i pro ostatni pox-
viry. PredbéZné byla také zjiStovdna moZnost
titrace protilatek fluorescen¢nim neutralizac-
nim testem a je povaZovdna za perspektivni
(Hahon 1965 b, FD).

Zatim posledni z této série praci se tyka viru
Zluté zimnice. I v tomto piipadé je moZné kvan-
titativni hodnoceni velikosti virového inokula
podle poctu fluoreskujicich bunék, odecitaného
24 hodin po infikovani TK (Hahon 1966 FD].

Ve vSech téchto pracich jde zejména o dvé
metodické otdzky: predevSim byl v konkrét-
nich podminkédch studovdn (uZ dfive znamy)
efekt rotace na adsorpci viru na builky a vy-
pracovan postup, zabezpedujici prakticky kom-
pletni zachyceni virového inokula (ve srovnani
s nejvySe 60% adsorpci ve stacionarnich pod-
minkédch). Doba adsorpce byla mimo to zkra-
cena na 15 min. Za druhé byly zjistovany vzta-
hy mezi velikosti inokula a podminkami a do-
bou kultivace, prokédzédna statistickd pravidel-
nost a nalezeno matematické vyjadreni, umoz-
fiujici velmi piresné (podle poctu fluoreskuji-
cich bunék) stanovit mnoZstvi viru v inokulo-
vaném vzorku, resp. v pokusech se znamym
inokulem titrovat obsah specifickych neutrali-
zujicich protilatek v testovaném séru. Je ne-
sporné, Ze publikované prace vytvareji Sireji
pouZitelny model rychlé kvantitativni detekce
vird.

MoZnosti priikazu viru varioly v burikach tkéa-
fiovych kultur pomoci FP byla vénovana pozor-
nost i v Portonu (Carter 1965 P). Bylo zjiSténo,
7e jsou rozdily v chovani viru varioly a vak-
cinie: vakcindlni virus je prokazatelny po
16 hodinach, virus varioly po 24 hodinach.
Fluoreskujici loZiska vakcindlniho viru jsou
z pocéatku tvofFena jednotlivymi butikami, po-
zdéji se pocCet bunék v loZisku zvySuje aZ na
deset. Po dosaZeni vysoké koncentrace viru je
fluorescence tkané konfluentni. Naproti tomu
loZiska viru varioly jsou po celou dobu kulti-
vace tvorena vyhradné jednotlivymi buiikami.
V préci je mj. potvrzovédna i dfive zndmad rtzné
zavislost tvorby loZisek ob€ma viry na teploté.

Ojedinélé préce, tykajici se otdzek mikrobio-
logické diagnostiky prevdZné mirového charak-
teru, se zdaji byt spiSe projevem osobniho za-
méfFeni nékterych pracovnikli neZ souasti S5i-
feji koncipovaného programu. Ustav W. Reeda
byl napf. jednim z prvnich pracovist, kde se
propracovéaval a na zna¢ném materidlu ovéio-
val FTA test (Fife a spol. 1961 WR). V posledni
dob& odtud vySla publikace vénovanad rychlé
diagnostice beta hemolytickych streptokoki
skup. A; z textu vyplyva, Ze podnétem k praci
byla mySlenka vypracovat metodu vhodnou pro

Siroké kaZdodenni pouZiti v diagnostickych la-
boratorich, s cilem pomoci vétSimu uplatnéni
imunofluorescentni reakce v praxi (Smith
1965).

Pred Casem byla publikovdna kratka infor-
mace o vysledcich vyvoje automatizovaného
luminiscenc¢niho mikroskopu (Hovnanian a
spol. 1964). Autofi vyvinuli pfistroj, umoZiu-
jici presné a rychlé meéfeni intenzity fluores-
cence jednotlivych ¢éastic (do velikosti spor)
v zorném poli, vCetné automatického vyhodno-
ceni srovndnim se standardni Skdlou intenzit
a fotografické dokumentace. Jednou z podstat-
nych novinek v konstrukci je pouZiti mono-
chromatoru, filtru, propoustéjiciho jen paprsky
0 pfesné stanovené vinové délce. Tim je faktic-
ky vylucovan rusSivy vliv autofluorescence a
podstatné zvySovdna spolehlivost odeditanych
vysledkli. Mikroskop byl vyvinut v AVCO Re-
search and Advanced Development Division.
Spolehlivost diferenciace specifickych a nespe-
cifickych reakci byla testovdna zejména na
spordch (s ,vynikajicimi vysledky“), pfi ¢emZ
antigeny i konjugaty dodal Fort Detrick.

Komentar
Z celkového prehledu zdpadni literatury je

praci v oblasti diagnostické imunofluorescence
(alespoil pokud jde o bakterie a protozoa) je
v ustavu statni zdrav. sluZby, Communicable
Disease Center v Atlanté, USA. Odtud pochéazi
nejméné& 20—30 autordi, zabyvajicich se dlouho-
dobé touto tematikou. Odtud také vySla sku-
pina viibec prvnich praci svétové literatury,
které zacdaly systematicky z hlediska rychlé
diagnostiky a detekce imunofluorescenc¢ni re-
akci studovat (Moody, Cherry, Thomasonovéa a
spol. 1956—57). Toto pracovisté organizuje vy-
cvik laboratornich odborniki v praci s FP
v USA i v ostatnich zemich amerického konti-
nentu, pfipravuje referencni konjugaty, zpraco-
vava metodické pokyny a prirucky atd.

Prace vychézejici ze zipadnich vojenskych
pracovist tvofi jen zlomek literatury vénované
diagnostické aplikaci FP (sotva vice neZ 1 %).
PFi pomérné malém poctu praci je nékolik véci
charakteristickych:

PredevSim je zfejiné, Ze jsou provadény vel-
mi systematicky. Aplikace FP je vétSinou jen
soucCasti komplexniho zpracovdvani dané pro-
blematiky a podle vybéru agens je to proble-
matika vysloven& armadni.

Ani pracovisté s takovou kapacitou jako FD
nemfiZe pokryt vSechny otdzky. Spoluprace me-
zi FD a WR jsou celkem samozfejmé. Velmi
zajimavé vSak je, s jakou pohotovosti se pra-
covnici FD podileji na aktudlnich problémech
majicich armadni vyznam a FreSenych statni
zdrav. sluZbou.

Odbornici FD byli napf. ve skupiné vySetiu-
jici epidemii inhalaténiho antraxu v pradelng
v New Hampshire, pri ¢emZ jejich otdzkou bylo
zejména zkouSeni riiznych metod odbéru vzor-
kil vzduchu (vcéetné celodenniho automatické-
ho odbéru) a testovani virulence izolovanych
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kmenli (Brachman a spol. 1960, Biegeleisen a
spol. 1962). TotéZ se tykd vySe zinifiované
identifikace sporného kmene P. pestis.

V jinych pripadech je spoluprédce s civilnimi
reSiteli zfejmé cilevédomé planovand z hledis-
ka tc€elné délby prdce — napf. pri vyvoji auto-
matického luminiscenéniho mikroskopu. Tech-
nické otazky zabezpecdilo firemni pracovisté,
FP v8ak dodal konjugdty a antigeny. Vybér
spor jako testovaciho objektu znovu potvrzuje
cilevédomost prdce: moZnost objektivné (kvan-
titativné) odliSit nespecifickou adsorpci od spe-
cifické vazby FP je v tomto pF¥ipadé zidkladnim
predpokladem vyieSeni vojensky vysoce aktu-
4lni otdzky, u niZ Z4dné jind metoda (pokusy
o pripravu specifickych protildtek vysycova-
nim apod.) dosud nevedla k tspé&chu.

Po uZ citovaném sdé&leni Metzgera o VEE se
v neddvné dobé objevily dvé préace, vénované
studiu patogenezy infekce vyvoldvané VEE vi-
rem. T8Zi§té zdjmu autordl, pochézejicich z uni-
versity v Kansasu a financovanych grantem
Fort Detrick, je v moZnostech aplikace FP
k témto cilim (Kundin a spol. 1966, Kundin
1966).

Nechceme z téchto dilé¢ich skutec¢nosti délat
Zadné zavéry o celkové Grovni nebo organizaci
amerického vojenského vyzkumu. Nesporné je,
7e provadéné (vefejn& publikované) préce jsou
cilené, Ze se FeSi tymovym zplsobem, Ze maji
prfimy vztah k potfebdm rychlé diagnostiky a
specifické detekce a Ze se pri tom plné& vyuZi-
va civilnich laboratofi, s nimiZ existuje trva-
1y pohotovy kontakt.

Pokud jde o samu imunofluorescenéni meto-
du, je zfejmé, Ze je systematicky propracovéa-
véna z hlediska priikazu antigenti i protilatek.
Je vénovana velkd pozornost agens, diileZitym
jako BBP.

Nezda se, Ze by byly organizovdny zvlastni
provérky metody po linii vojenské zdrav. sluZ-
by. Metoda je vSak kontrolovanym zptisobem
zavddéna v laboratofich stat. zdrav. sluZby;
z pohotovosti, s jakou se napf¥. FD podili na
FeSeni aktudlnich praktickych otdzek, vyplyva,
Ze o pribéhu praci v laboratofich Statni zdrav.
sluZby musi byt armadni zdrav. sluZba pribéz-
né informovéna.

Zd4a se, Ze imunochemicky vyzkum neni béZ-
nou soucésti studia. AvSak v téch pfFipadech,
kde se pfi aplikaci FP narazilo na nejasnosti
ve specifiénosti reakce (P. pestis, B. anthracis],
byla otdzka reSena rychle a s neoby¢ejnou me-
todickou diikladnosti. Z toho vyplyvéa, Ze exis-
tuje Sirokd metodickd bdze umoZiiujici rychle
aplikovat uZ zavedené biochemické metody
k FeSeni aktudlnich otdzek. Na vysoké trovni
je zvladnuta predevSim frakcionace antigenti
a jejich identifikace.

Vyvoj plné automatizovaného mikroskopu
svéd¢i mj. o snaze ziskat moZnost soustavného
vySetfovdni velkého mnoZstvi vzorki (coZ je
napf. podminkou provadéni systematické trvalé
kontroly vzduchu apod.).

S tim souvisi i dalsi otdzka: ve vétS§in& praci

e

se pouZivd nejmoderné&jSi sloZitd laboratorni

technika (automaticky mikroskop pfedstavuje
se svym nezbytnym prisluSenstvim napf. celou
specializovanou laborato¥). Z publikovanych
praci nevyplyvaji Zddné tendence zjednodu$o-
vat metodiky ve prospéch polnich podminek.
Metodické postupy, které jsou pouZivdny, vy-
loZen& predpoklddaji zpracovdni materidlu ve
velkych, dokonale vybavenych laboratornich
bazich.

Z publikovanych praci je zfejmé, Ze je uve-
Fejiiovdna jen C4st vysledkili. Porovnani uvede-
nych ddaji o priikazu viri VEE a RVF, obsa-
Zenych v odbornych publikacich, s referdtem
Doziera to demonstruje zcela jasné. TotéZ plati
napf. o priikazu spor. Nikdy nebylo publiko-
vano nic o jejich tendenci nespecificky adsor-
bovat konjugity. Vyznam objektivniho hodno-
ceni intenzity fluorescence byl zjistén v radé
pFipadl (u stafylokokdi, améb a j.) a bylo by
logické pri vyvoji nového pfistroje provést
zkous8ky s nékterym z téchto d¥ive ové&renych
modeld. Pfesto byly zvoleny prdvé spory, pri
CemZ potfebné konjugéty byly k dispozici.

Z toho mj. vyplyva, Ze pii hodnoceni stavu
vyzkumu podle publikaci je analyza dlouhodobé&
se projevujicich tendenci celkové nejen vy-
znamngjsi, ale i po faktické strdnce cenn&jsi
(spolehlivéjsi) neZ komentovani jednotlivych
citaci. Podminkou také je, aby byla provddé&na
systematicky a s vlastnimi konkrétnimi zkuse-
nostmi v problematice.

V daném piipadé je moZné takové dlouho-
dobé tendence vyjadrit asi takto:

Jsou studovdny otadzky prikazu, antigent
i protilatek, jen zcela ojedinélé (a pochézejici
vyhradné z poCdtecniho obdobi vyzkumu) jsou
v8ak zpravy o detekci p¥imo z prostiedi. Poku-
sy o objektivni hodnoceni fluorescence spor
v3ak sv&d¢i o tom, Ze i v této oblasti se pracuje.

Vybér agens nevymezuje jisté cely rozsah
potencidlnich BBP. VSechna studovand agens
ale maji nepochybny vojensky vyznam (P.
pestis, B. anthracis, P. tularensis, viry VEE,
RVF, YF, varioly a psitakézy).

Systemati¢nost a rozsah préce, p¥isng vybg-
rovad aplikace imunochemickjch metod na
prakticky nejdidleZit&jSi otdzky, u vird zfejma
snaha o propracovdni diagnostiky riznych
agens [vCetn& prlkazu protildtek) s vyuZitim
jediného metodického pristupu, hleddni moz-
nosti automatizace a objektivizace odecitani
vysledkd — to vSechno sv&déi o existenci ne-
obyCejné cilevédomé fizeného programu; me-
toda je tedy povaZovéna za vyznamnou a per-
spektivni.
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