18 SBORNIK

FLUORESKUJICI PROTILATKY V RYCHLE MIKROBIOLOGICKE DIAGNOSTICE
3. Diagnostika antropozoonéz bakteridlni etiologie

Podplukovnik MUDr. Ji¥f FRANEK, CSc.
Vojensky tustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

V ¢&lanku jsou pouZivany tyto zkratky:

FP — fluoreskujici protilatky,

NIFR — nepfimé& imunofluorescenéni reakce,
RA — reakce aglutinace,

RVK — reakce vazby komplementu.

Co do pozornosti vénované detekci pomoci
FP stoji v této skupiné na prvnim misté B.
anthracis. Je to jisté ddno pfedevSim vyzna-
mem antraxové infekce pro humdénni i veteri-
ndrni medicinu, svou roli v3ak hraje i sloZitost
a soucasné pritaZlivost problematiky antigenni
struktury B. anthracis a antigennich vztahi
uvnitf rodu Bacillus viibec.

Na jedinou préci zlistal omezen pokus pouZit
kombinace specifického fdga s antifdgovymi
fluoreskujicimi protildtkami (Dowdle a spol.
1960). Reakce byla pouZita k identifikaci mla-
dych kultur, pomnoZovanych za pritomnosti
faga, a pomoci FP byla prokazovdna adsorpce
fagovych c¢astic na bacily jeSté pred vznikem
zmén v morfologii kultury (projevy 1yzy). Ne-
hledé uZ na pomérné znaCnou pracnost, jde
o postup, jehoZ vysledek velmi z4visi na pod-
minkach pokusu. Mimo to je obecné& zndmo, Ze
pravé prvni fdze interakce fagovych Ccastic
s bakteridlni buiikou miiZe byt ovliviiovdna riiz-
nymi faktory a Ze mfiZe dochézet i k zcela ne-
specifické adsorpci.

Nejvétsi pocet publikovanych praci se tyka
pritkazu vegetativnich forem B. anthracis, ke
kterému jsou pouZivdny konjugéaty z globulino-
vé frakce precipitaéniho séra, komer¢né vyra-
b&ného pro Ascoliho reakci. Je ovSem tfeba
vzit v tvahu, Ze jde vlastné vyhradné o sovét-
ské autory, pracujici ve velmi podobnych ex-
perimentdlnich podminkdch; téméf ve v3ech
pracech $lo o vysloven& modelové pokusy
s vakcindlnim kmenem STI (Levina 1958, Pri-
tulin a spol. 1959, Dolgov 1960, Achmerov 1962,

BlagovéScenskij a spol. 1962, Busygin 1962, Kuz-
min 1962, Lisickij 1963, Podkopajev 1964).

Vlastni zkuSenosti s konjugity tohoto typu
jsme popsali dfive (Fran&k 1961, 1962, 1963).
Z pokust, provaddénych v riiznych podminkéch,
vyplynulo, Ze rozdily mezi B. anthracis a ,,an-
trakoidy“ jsou kvantitativni (tj. 1iS5i se pouze
intenzita fluorescence); ¢im lep$i luminiscenc-
ni mikroskop (tj. ¢im vyS8i je intenzita osvét-
leni zorného pole), tim hife se tyto rozdily
hodnoti. Ovérili jsme si také, Ze intenzita fluo-
rescence rtznych kment B. anthracis je znac-
né rozdilnd. Kone¢né v pokusech o zvy3eni
specificnosti antraxovych konjugdtd vysycenim
se uk4zalo, Ze nékteré kmeny B. cereus fluo-
reskuji i po opakovaném vysyceni konjugéitu
suspenzi B. cereus, které vede prakticky k tpl-
né ztrdté schopnosti konjugitu reagovat s B.
anthracis.

Obr. 1. Mladd kultura virulentniho kmene B. anthracis
na monglayeru moréecich makrofdgi. Antikapsuldrni
sérum pouZito k detekci tvorby pouzder
jednotlivgmi burikami
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NaSe vysledky tedy své&déily o omezenych
moZnostech pouZivdni konjugétli p¥ipravenych
z precipitacnich sér a dalsi prace v tomto smé-
ru v nasi laboratofi nepokracovala.

Zaporné stanovisko k pouZivani precipitac-
niho séra bylo posilovdno i faktem, Ze ne-
opouzdiené bacily nejsou pfirozené& se vysky-
tujici formou a Ze konjugét je proto moZné ap-
likovat aZ po urcité pfedkultivaci. JestliZe vSak
vySetfujeme vzorky z orgdnti lidi nebo zvifat,
obsahuji opouzdiené bacily a vfhodné&jsi je pro-
to p¥imy prikaz pomoci antikapsuldrnich FP.
Pokud jde o materiél ze zevniho prostfedi, bylo
opakované& potvrzeno (v USA napf. Biegeleisen
a spol. 1962, v SSSR napf Sapovalova 1966), Ze
kultivace ddva daleko niZ$i zdchyt, neZ biolo-
gick4 zkous$ka; orientovat se na kultivaci proto
neni v tomto p¥ipad& z hlediska detekce ra-
cionélni.

Sov&tsti autofi z riznych pracovist vSak bé-
hem poslednich n&kolika let v&novali otdzce
ziskdni specificky reagujicich precipitaénich
FP velkou pé&i. PFi srovnani konjugétii, pfi-
pravenych v laboratofi Leviny, Kuzmina a Sy-
gaje, které se uskutec¢nilo v roce 1965, se uka-
zalo, ¥e se podafilo najit kmeny vhodné pro
téinné vysycovani (v pokusech Sygaje to napf.
byl jeden z asi 1000 kmeni, izolovanych ze
zevniho prostiedi). Vysledky jsou opét kvanti-
tativni, B. anthracis se 1i8f od ,,antrakoid@“ vys-
kou barvicihe titru; na testovanych kmenech
byly rozdily nesporné.

Velkou ndmitkou vSak ziistdvd vybér kmeni
(pfili§ maly pocet zejména virulentnich kmeni
B. anthracis, nedefinované ,antrakoidy“), a to,
Ze ani jeden z autorii se nepokusil bliZe analy-
zovat podstatu reakce; ktery antigen je odpo-
védny za vazbu s FP, resp. které protilatky jsou
z konjugétu vysycenim odstraiiovdny. Bez vy-
jasn&ni téchto otdzek stdle plati, Ze vysledky
jsou piili§ zavislé na pouZitych kmenech, Ze
je nelze generalizovat a Ze reakci je moZné
pouZivat jen jako zcela orientatni.

V roce 1959 navrhli Cherry a Freemanova
aplikovat Coonsovu metodu na priitkaz vazby
tzv. antikapsuldrnich protildtek na pouzdro B.
anthracis. Tento postup jsme pouZili i my. Po-
kusy, provedené v obdobi 1963—64, umoZnily
znatné& upfesnit znalosti o charakteru této imu-
nofluorescen¢ni reakce, o jeji citlivosti a spo-
lehlivosti, o morfologii nédlezli v riéiznych sta-
diich rozvoje experimentdlni infekce apod.
(Franék 1964). Vysledkem pak byl ndvrh zrych-
lené biologické zkousky, kterou povaZujeme za
nejredlnéjsi metodu detekce.B. anthracis v pro-
stiedi (Fran&k 1965, Kubin 1966).

Zajimavou kombinaci imunofluorescené¢ni re-
akce s pouzdrem B. anthracis s kultivaci na
origindlnim médiu pouZil v Bulharsku Tomov
(Tomov a spol. 1965). K pfedkultivaci navrhl
pouZit ptdu, obsahujici vajecny bilek, hovézi
sérum a hemin. Toto médium silné potlacuje
rist ostatnich sporulujicich mikrobl a dovoluje
proto podle autorovych tudaji ziskat pf¥imo
z hliny a podobnych materidld uZ v primo-
kultufe opouzdfené formy B. anthracis; tvorba

Obr. 2. Typické pouzdro, prokazované vysoce aktivnim
antikapsuldrnim sérem. B. anthracis v peritonedlnim
exsuddtu experimentdlné infikované mysi

pouzder je pfitom masivni. Mladé opouzdiené
kultury se pak prokazuji pomoci FP.

Pri tomto postupu se fakticky imunofluores-
cencni reakce s pouzdrem poklada za specific-
kou identifika&ni reakci. Sami se domnivame,
Ze takové pouZiti je pfedfasné a — jak koned-
né vyplyvd z ndvrhu zrychlené biologické
zkouSky — povaZujeme za bezpecné&js$i kombi-
novat znak tvorby pouzdra (a jeho priikaz po-
moci FP) se znakem virulence pro mys. Do-
mnivame se, Ze kombinace t&chto dvou z&iklad-
nich znak znaéné zvysSuje spolehlivost v§sled-
ki testu.

Novou otdzkou, kterou pfinesly pokusy o ap-
likaci antikapsuldrnich FP, je sloZeni pouzdra
B. anthracis.

V letech 1964—65 publikovala skupina pra-
covniki Gamalejova tstavu v Moskvé sérii
¢lankd, v nichZ dokazuji, Ze antikapsul4drni
FP barvi pouze né&které komponenty pouzdra
B. anthracis. Nélezy ziskané pomoci FP byly
korelovdny s elektronovou mikroskopii, a sou-
casné& byly provedeny prvni pokusy uréit bio-
chemickou povahu jednotlivych frakci (Levina
a spol. 1964 a, b, Avakjan a spol. 1965).

Tyto prdce v3ak maji né&kolik spole&n§ch
metodickych nedostatkd, z nichZ hlavni se tyka
pouZitého séra. Tzv. antikapsuldrni sérum, po-
uZivané autory, pfedevS§im reaguje s kapsulou
pouze v kyselém prostfedi. P¥i pH 7,2—7,4, jak
je b&Zné pouZivdme v imunofluorescenci, k vaz-
b& nedochédzi. Tato okolnost vyvoldvd pochyb-
nosti o povaze pouZitého konjugétu, tim spise,
Ze uZ pred léty byla dokdzdna schopnost riz-
nych latek proteinové povahy vézat se pfi niz-
kém pH zcela nespecificky na pouzdro B. ant-
hracis (Tomcsik a spol. 1954). Sérum bylo zis-
kdno imunizaci krélikd celou Kkulturou B.
anthracis, vyrostlou v tekuté ptidé s obsahem
hovéziho séra a fFady jinych sloZek; ziskané
sérum proto jist& obsahuje cely komplex proti-
latek. Autofi vSak pouZivali vyhradn& nevysy-
ceného séra, tj. moZnost podilu zcela nespeci-
fickych faktorti na popisovanych reakcich byla
déale zvySena. Z pozorné&jSiho srovnéni publiko-
vanych snimkd také vyplyvd, Ze morfologie
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Obr. 3. B. anthracis péstovany in vitro. K zndzornéni
pouzdra pouZito séra, obsahujiciho protildtky pievdiné
proti povrchné lokalizovanému antigenu

fluorescence pouzdra, jak je reprodukovana
v uvedenych pracich, je zna¢né rozdilnd od té€,
kterou popisuji Cherry a Freemanov4, nebo od
té, kterou jsme mohli pozorovat sami, resp.
kterou publikoval Tomov.

Na rozdil od ostatnich pracovi$t pouZivdme
k priikazu pouzder nep¥imé imunofluorescend-
ni metody. V tomto pfipadé se mohou uplatnit
i protildtky obsaZené v séru v nizkém titru
(a ztracené eventudlné pfi pripravé konjugdtu
pro pfimou metodu). Vzdjemné srovnani vlast-
nosti sér, pripravovanych postupné v obdobi
1963—65, ndm uZ diive ukézalo, Ze morfologie
fluoreskujicich opouzdfenych bacill je pi¥i apli-
kaci riznych SarZi séra ri@iznd. Systematické
sledovdni dynamiky tvorby protildtek b&hem
imunizace a uc€inku postupného vysycovéani
,antikapsularnich“ sér vedlo ke zjisténi, Ze
pouzdro virulentnich kmen® B. anthracis je
skutecné tvorfeno nékolika (nejméné tfemi)
komponentami. Jejich diferenciace je pri po-
uZiti nepfimé metody moZnd, aniZ by bylo nut-
né (napft. pomoci fermentdi, pouZivanych v pra-
cich moskevské skupiny) strukturu pouzdra
naruSovat. Diferenciace je moZné dosdhnout
bud pouZitim protilatek z rfiznych fazi imuni-
zacniho cyklu nebo tpravou vysledného ,anti-
kapsuldrniho séra“.

Reakce tzv. antikapsuldrnich protilatek
s pouzdrem B. anthracis byla vypracovdna Tom-
csikem (Tomcsik a spol 1951). Bylo pfi ni po-
uzZito nefedéného séra kréliki imunizovanych
formolizovanou nebo autokldvovanou kulturou
(Eisner 1959) opouzdfeného kmene B. anthra-
cis. Jako antigen slouZila nefixovanad suspenze
opouzdrené, in vitro p&stované kultury B. ant-
hracis. Reakce byla hodnocena pomoci mikro-
skopu s fdzovym kontrastem a jevila se jako
svétlo lomici lem obklopujici bacily. Vzhledem
k vysledkiim vysycovacich pokusli je tato
,Tomcsikova kapsularni reakce“ povaZovadna
za projev vazby specifické protilatky na d-glu-
tamylpolypeptid antraxového pouzdra.

Vysledky imunofluorescencni reakce, popsa-
né v predeslém odstavci, vSak svédci pro to, Ze
v daném pfipadé jde o vazbu smési protilatek

na riizné antigenni frakee pouzdra, urdit® ne
jen na d-GPP. Naopak je tfeba fici, Ze obraz,
odpovidajici fluorescenci d-GPP (masivni rov-
nomérnd homogenni fluorescence Siroké zony
obklopujici buiiky), je pomérné vzacny: jen
maléd ¢ast sér — ne vic neZ 10 aZ 50 % zvirat
v jednotlivych pokusnych skupindch — obsa-
huje protilatky proti d-GPP v dostateCném titru.
U vétSiny kralikd dochézi po imunizaci formo-
lizovanou vakcinou k vytvofeni protilatek pou-
ze proti antigenim uloZenym jednak t&sné pii
sténé bacild, jednak v zevni c4asti pouzdra.
V poslednim pripadé v luminiscen¢nim mikro-
skopu opouzdfené bacily fluoreskuji bud jen
tzkym pruhem ohranidujicim pouzdro (kultura
vypéstovand in vivo) nebo je patrna fluores-
cence granuli nepravideln& rozloZenych jak
pfi okraji, tak i v hloubce pouzdra (kultura
vypéstovand in vitro).

Imunofluorescenéni reakce tak poskytuje
metodickou moZnost sledovat antigenni struk-
turu relativné intaktniho pouzdra. Z obecné
metodického hlediska je vyznamné, Ze FP mo-
hou pronikat i k hloubgji uloZenym antigennim
frakcim, tj. Ze ani v tomto typu sérologické
reakce nemusi vZdy jit o vazbu protilatek na
antigeny lokalizované pouze na povrchu bungk.

Zjisténi charakteristické struktury antraxo-
vého pouzdra, prokazatelné imunofluorescend-
ni reakci, miiZe mit podstatny v§znam pro dru-
hovou identifikaci B. anthracis uvnit¥ rodu Ba-
cillus. Pfedb&Zné vysledky, které mame k dis-
pozici, ukazuji, Ze pouzdra ostatnich druhi
bacili podobnou strukturu nemaji a dojde-li
k fluorescenci zavinéné podobnym chemickym
sloZenim pouzdra (obsah d-GPP), je morfolo-
gicky snadno a bezpecné& odliSitelna.

VSechna tato pozorovdni maji charakter
pfedb&Znych vysledkdl. Domnivame se v3ak, Ze
jsou vhodnou ilustraci moZnosti i problémii,
vyplyvajicich z aplikace FP k detekci B. ant-
hracis.

Velmi redlné je praktické pouZiti FP k pri-
kazu P. tularensis (Yager a spol. 1960, Jaeger
a spol. 1961, McGavran a spol. 1962, McCahan
a spol. 1962, Leontjev 1963, Ananova a spol.
1964, White a spol. 1964, Franék a spol. 1965
a, b).

Pokusy, které jsme. provedli, potvrdily, Ze
se FP v4Zi na povrchovy antigen proteinové po-
vahy, piitomny u virulentnich kmend P. tula-
rensis. Mezi deseti testovanymi virulentnimi
kmeny evropského ptivodu a americkym kme-
nem SCHU nebyly zjiSt&ny Z4dné rozdily v in-
tenzit& fluorescence. Prakticky stejné dobfe
fluoreskuje i sovétskd Zivd vakcina, o niZ je
zndmo, Ze se - co do obsahu proteinového anti-
genu - 1li8i od virulentnich kmend jen kvanti-
tativng. Naproti tomu nedochézi k vazbé FP na
zcela avirulentni kmeny.

Zéasadni vyznam pro reakci m4 zpiisob p¥i-
pravy diagnostického séra. V naSich pokusech
dala optimdlni vysledky jednordzova imunizace
kralikti Zivym virulentnim kmenem, cerstvé
izolovanym z uhynulého zajice. U takto pFipra-
venych sér je titr, zjiStovany v NIFR, pravi-
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delné v relaci s aglutinaCnim titrem (s tim,
Ze hodnoty fluorescencnich titrti jsou obvykle
2krat az 4krat niz8i). Podobné jsou pomeéry
u lidskych rekonvalescentnich sér, kde NIFR
opét dava vysledky srovnatelné s béZné pro-
vadénou reakci aglutinace (jak co do celkové
spolehlivosti pozitivnich i negativnich vysled-
ki, tak co do titri). Pro svou rychlost a jedno-
duchost je NIFR vhodna zejména pro epide-
miologické prlizkumy.

Podstatné jiné vysledky prineslo vySetrovani
sér lidi nebo kralikli, imunizovanych vakcindl-
nim kmenem P. tularensis (Ziva sovétska vak-
cina). Obecné je znamo, Ze séra lidi (zvirat)
oCkovanych vakcinou, obsahuji protilatky
v niZ8ich titrech, neZ séra rekonvalescentni.
V aglutinac¢ni reakci byl v naSich pokusech
tento rozdil vyjadien u 32 kréli¢ich sér pri-
mérnymi hodnotami titrd 1 : 884, resp. 1:167.
Zhruba pétindsobné sniZeni priimeéru bylo zpii-
sobeno tim, Ze v postvakcinacnich sérech chy-
bély titry vySSi neZ 1:640; této trovné vSak
také nedosahla séra témé&F 40 % kralikd imu-
nizovanych virulentnim kmenem. Jinak Feceno,
znacna c¢éast sér obou skupin byla v reakci aglu-
tinace stejné aktivni.

V NIFR je rozdil obou skupin sér daleko
v8tsi: primérné titry protilatek v sérech Kkra-
likti ockovanych vakcindlnim kmenem byly
16krat nizZsi neZ u ¢elenZovanych a pohybovaly
se v rozmezi 1:5 aZ 1:40, tj. na samé hranici
hodnotitelnych vysledkd.

Rozdily byly pokud moZno jeSté vyrazné&jsi
u malé skupiny (osmi) lidskych postvakcinac-
nich sér, u nichZ titry v NIFR byly aZ na jednu
vyjimku (1 :80) prakticky nehodnotitelné (in-
tenzita fluorescence nepresahovala ani pfi Fe-
déni 1:5 -+ -+). PrGmérny titr protilatek v re-
konvalescentnich sérech, zjiStény pri vyS3etio-
vani skupiny 149 sér, byl naproti tomu 1 : 217,
pfi cemZ pres 80 % sér fluoreskovalo alespoii
na ++ — ++-+.

Jestlize vSak byla doba kontaktu postvakci-
nacénich sér s antigenem prodlouZena z obvyk-
lych 15 na 60 minut, doSlo u naprosté vétSiny
krali¢ich i lidskych sér k témér Uplnému vy-
rovnani mezi reakci aglutinace a NIFR na
vzdjemny pomér, existujici u rekonvalescent-
nich sér. Tento poznatek svédci o tom, Ze proti-
1atky jsou obsaZeny v obou skupindch sér, Ze
vSak pro NIFR mé rozhodujici vyznam jejich
avidita.

Tyto vysledky mohou mit velmi prakticky
vyznam, protoZe ukazuji moZnost odliSeni post-
vakcinacnich a postinfekCnich protilatek pfi
epidemiologickych priizkumech. Tato otdzka je
v nasi populaci, kde se kaZdoro¢né ockuji celé
kolektivy, jisté aktudlni.

Vysledky, dosaZené pri experimentdlni praci,
pri niZ jen  malou skupinu tvofila lidskad séra,
je ovSem treba dikladné ovérit. Ovérovaci pra-
ce by mély byt zaméreny jednak na otdazku spo-
lehlivosti testu, jednak na stanoveni rozmezi
signifikantnich titri — tak, aby byla umoZnéna
korelace s dosud pouZivanymi reakcemi a pri-
jatymi hodnotami. V CSSR, kde prakticky vse-

anti-

Obr. 4. Mukézni varianta B. cereus, ,barvend”

kapsuldrnim sérem, které nebylo vysyceno neopouzdre-

nou kulturou B. anthracis a obsahovalo tudiZ i protildtky
proti antigenim stény

chny laboratore jsou zdsobovany konjugéaty pro
nepiimou metodu z jednoho zdroje, je takovy
ukol zcela redlny.

Spravné pripravend diagnostickd séra dovo-
luji ziskat vysoce aktivni konjugéty pro primou
metodu. Aplikace FP pak umoZiiuje velmi spo-
lehlivy prikaz i ojedinélych pasterel jak v or-
ganech zvifat, tak ve smiSenych primokultu-
rach. Mé&li jsme moZnost si ovérit, Ze reakce je
zcela spolehliva i p¥i vySetfovani orgédnt zvirat
uhynulych delsi dobu pfed zahdjenim labora-
torniho vySetifovani, u nichZ doSlo k masivnimu
rozmnozZeni bandlni mikrofléry (Fran&k a spol.
1965 b).

Vysoké citlivosti priikazu pomoci FP je také
moZné — podobné& jako B. anthracis — vyuZit
k zrychleni biologické zkouSky, pfi niZ proka-
zujeme jednotlivé pasterely v orgadnech v po-
Catec¢nim stadiu infekéniho procesu.

Antigenni struktura P. tularensis je pomé&rné
dobfe znamd, sérologické testy se béZné pro-
vadeéji a jsou prokazatelné specifické. Oddife-
rencovani antigenné pribuznych brucel je po-
mérné snadno moZné Fedénim nebo vysycenim
séra. Tato situace je vcelku stejnd i pFi aplikaci
FP. ' ZvlasStnosti metody je predevSim vyznam
hodnoceni morfologie fluoreskujicich mikrobd,
jak to uZ bylo diskutovdno dfive (Franék
1965 c). Zejména v orgdnech je morfologie
velmi charakteristickd. Pii pokusech o prikaz
ve smiSenych kulturdch by snad nékdy mohla
plsobit diagnostické potiZe fluorescence pyo-
gennich stafylokokfi, zavinénd jejich tendenci
nespecificky vdzat jakékoli FP. Vzhledem k to-
mu, 7e jak u P. tularensis, tak u S. aureus je
vazba FP zdvisld na povrchovych antigennich
frakcich proteinové povahy, je obtiZné zabranit
nespecifické adsorpci biochemickym ovliviio-
vanim stafylokok®l (viz Prochdzka 1965). Ové-
rili jsme si v pokusech s beta hemolytickymi
streptokoky, Ze fluorescenci stafylokokidl lze
velmi Gcinné blokovat priddnim normélniho
séra ke konjugatim (Franék a spol. 1966). Ta-
to metoda je pfi sprdvném vybéru inhibi¢niho
séra velmi spolehlivd; nekonjugované sérum se
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mimo to uplatiiuje celkové, podobné jako albu-
min pri kontrastnim dobarvovédni (viz Fran&k
1965) a blokovdnim ndhodné adsorpce konju-
gatu na rizné elementy obsaZené v preparédtu
zvySuje presnost a demonstrativnost vy{sledku.

Podstatné méné zkuSenosti je zatim s priika-
zem brucel. ZjiSténi, Ze brucely je moZné iden-
tifikovat pomoci FP, pfi €emZ reakce je rodové
specifickd, bylo popsdno Biegeleisenem a spol.
(1960).

Citlivost reakce pri vySetfovani k6dovanych,
umeéle infikovanych vzork zevniho prostifedi
byla vyjddiena pocétem 6,5 X 106/ml (Moody,
Biegeleisen a spol. 1961). TitiZ autofi studovali
také moZnost priikazu u experimentiln& i p¥i-
rozeng& infikovanych zvifat. V prvni skuping
byly v orgdnech jasné prokazatelné brucely;
¢im déle probihal infekéni proces, tim v&tsi
podil pozitivnich nélezli tvofil solubilnf anti-
gen. Pozdé&jSi experimentdlni pridce Janney a
spol. (1962), vénované studiu intraceluldrniho
mnoZeni brucel v builkdch peritonedlniho ex-
suditu morcat pomoci FP, potvrdila, Ze uZ od
12 hodin po infikovdni obsahuje cytoplazma
bunék jak jednotlivé brucely, tak i celé okrsky
homogenni fluorescence (odpovidajici akumu-
lovanému antigenu]).

V chovu vepill, ktery byl prokazateln& zdro-
jem onemocné&ni vice neZ 100 osob brucel6zou,
byla imunofluorescenéni reakce pozitivni
u 5 % zvifat. Pfevlddajicim nédlezem byl solu-
bilni antigen a jen vyjime¢n& byly nalezeny
i fluoreskujici brucely. Kultivace z orgédnfi ne-
byla tGsp&Snd, coZ je moZné po zkuSenostech
s uméle infikovanymi vzorky vysvétlit potlade-
nim rdistu brucel bandlni mikroflérou. Autofi
povaZuji za nejaceln&iSi metodu zachytu pfFi
vySetfovani siln& znecdiSt&ného materidlu bio-
logickou zkou3ku, kombinovanou s pouZitim
FP (Biegeleisen a spol. 1962 a).

Vé&tSi polty brucel v orgédnech je zifejm& moz-
né ocek4ivat pouze v experimentdlnich podmin-
k4ch, u zvifat infikovanych masivnimi divka-
mi, resp. pfi vySetfovdni materidlu z genit4lni-
ho traktu zviFat p¥i abortech (Ignatjeva 1962,
VéZnik a spol. 1963).

Biegeleisen a spol. (1962 b) studovali také
moZnosti priikazu specifickych antibrucelovych
protildtek nepfimou metodou FP. U skupiny
96 sér byla zjiSténa plnéd shoda s reakci aglu-
tinace co do pozitivity vysledku s tim, Ze titry
nalézané v NIFR byly asi 10krat niZsi.

Spolehlivost priikazu protildtek ovérovali
i v NDR. Tfemi sérologickymi metodami bylo
vySetfeno 500 n&dhodné& vybranych hovézich
sér. Srovndnim vysledkli bylo zjisténo v RVK
0.6 %, v NIFR 1.0 % a v RA 2,4 % nespravné
negativnich (Jentsch 1963). Jak vyplyva z dalsi
préce tohoto autora, NIFR je analogicky Co-
ombsovu testu pouZitelnd k detekci inkomplet-
nich protildtek (Jentsch 1964).

Za posledni léta se konetné shromézdil
i znaény literdrni materiil o prikazu leptospir.

UZ jedna z prvnich praci vénovanych diag-
nostické aplikaci FP pfinesla doklady o Gspé&s-
ném znédzornéni leptospir v prepardtech ze

svalu nemocného &lovéka (biopsie byla prove-
dena 9. den nemoci). Obvyklymi barvicimi me-
todami nebylo moZné — ptes celkové typicky
histologicky obraz — leptospiry proké4zat. Po-
moci FP byly nalezeny ojediné&lé Gtvary tvarové
podobné leptospirdm, ale zejména specificky
fluoreskujici loZiska antigenniho materidlu
(Sheldon 1953).

V experimentdlnich podminkédch byla zvySe-
ni citlivost metody ve srovndni s impregnaci
st¥ibrem, mikroskopovanim v zistinu nebo kul-
tivaci opakovang zji§téna pii vySetfovani riz-
ného materidlu — napi. ledvin kiec¢kd (Moul-
ton a spol. 1957), mo¢i moréat a telete (White
a spol. 1959) nebo allantoidni tekutiny kufe-
cich embryi {Coffin a spol. 1962). Stejny zavér
vyplyva i z prdce Maestrone (1963), provedené
na vétsim po&tu i pfFirozend infikovanych
zvirat.

Z téZe préace je soudasné& ziejmé, Ze k dosa-
Zeni uspokojivych vysledkd je nezbytné peclivé
propracovat techniku aplikace FP na lepto-
spiry. Autor sledoval v§znam fady faktord. Ale
i po vybdru optimédlnich postupli bylo v ng-
kterych pfipadech nutné prodluZovat dobu bar-
veni aZ na 2 hodiny, popiipad® po barveni spe-
cifickym konjugdtem je$t& dodate¢n& aplikovat
antikrali¢i konjugét.

Na rozdil od bakterii s rigidni bun&&nou sté-
nou nedochédzi u leptospir k fluorescenci kon-
tur. Leptospiry fluoreskuji svou plochou. Vli-
vem fixace je poru3ovdna jejich morfologie.
V luminiscenénim mikroskopu se proto jevi
jako velmi jemné, nepravidelné nitkovité ttva-
ry (White a spol. 1959, Cernuka a spol. 1965),
které neni vZdy snadné odliSit od pozadi.

Od podatku pokusli o prikaz leptospir po-
moci FP je zndmo, Ze reakce je rodové, nikoli
druhové specifickd (White a spol. 1959, Dacres
1961, Pillot a spol. 1963). Cernuka a spol.
(1965) zjistili, ¥e zkiiZené reakce je moZné
odstranit vysycenim konjugédtu heterolognim
kmenem leptospir. Domnivaji se proto, Ze jde
0 ,nespecifi¢nost” zavin&nou tim, ¥e se v imu-
nofluorescen&ni reakci — na rozdil od reakce
aglutinace-lyzy — uplatiiuje i rodovy, vSem
leptospirdm spoletny antigen, jehoZ existence

Obr. 5. Tatd? kultura po aplikaci antikapsuldrniho séra,
vysyceného neopouzdienou kulturou B. anthracis STI.
Zvgraznén skuteény obsah kapsuldrniho materidlu
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byla v poslednich letech zjiSt€na (Rothstein
a spol. 1956). -

Ze srovnani vysledkd riiznych autord vyply-
va, Ze je predcasné obecné& charakterizovat
specifiénost vazby FP na leptospiry, protoZe
rozsah vazby zavisi do zna¢né miry na pouZité
technice pripravy prepardtli (pfi cemZ podrob-
né srovndvaci prace nebyla dosud provedena).
Bulanger a spol. (1961) uZ diive zjistili, Ze pfi
aplikaci FP na leptospiry fixované formalinem
se ve srovnani s jeho aplikaci na Zivé lepto-
spiry roz$ifuje spektrum reakci. Dacres (1963)
pozoroval ,,skupinové“ reakce pouze na prepa-
ratech fixovanych formalinem. Naproti tomu
u leptospir fixovanych kyselinou osmicelou do-
chézelo pouze ke specifické vazb& druhovych
konjugéti. Tyto ndlezy zatim nebyly ovéFeny.

Komenta¥

Vzhledem k tomu, jak rychle a do jaké Sife
se rozriistd literatura v&novand problémim
diagnostické aplikace FP, byl tento prehled
zpracovan ani ne tak z hlediska tplnosti jako
spiSe z hlediska nejzdvaZnéjSich vysledkll a
problémi, které tato aplikace u skupiny zarod-
ki antropozoondz prinesla.

Udaje, které jsou k dispozici, potvrzuji, Ze
FP je moZné tdelnd vyuZit v diagnostice viech
uvedenych zdrodkd antropozoondz. P¥i spréav-
né aplikaci znamenaji FP nejen zrychleni diag-
nostiky, ale i vysloveny pfinos ve srovnéni
s dosud pouZivanymi metodami.

U B. anthracis poskytuji antikapsulédrni FP
unikatni moZnost priikazu i ojedinélych a mor-
fologicky necharakteristickych bacilli v orga-
nech (castecné fagocytovanych, rozpadajicich
se pod vlivem aplikovanych antibiotik apod.).

Také u P. tularensis je nejdiileZit&jSi moZnost
priikazu jednotlivych pasterel v orgédnech expe-
rimentdlné i pf¥irozené infikovanych zvirat, pfi
¢emZ hlavné v poslednim piipadé je vyznamné,
7e reakce neni ovliviiovdna pfitomnosti vedlej-
81 bandlni mikrofléry.

Pokud jde o brucely, je nepochybnd moZnost
pfimého priikazu v materidlu z genitdlniho
traktu zvifat pf¥i abortech; vyznam a spolehli-
vost detekce solubilniho antigenu u chronicky
nemocnych zvitat ie t¥eba déale sledovat. ,

Zf¥eima je také ucCelnost pouvZiti FP k identi-
fikaci obov druhiti zdrodki ve smiSenych pri-
mokulturéach.

U obou infekeci byla dostatetné prokazana
i efektivnost nepfimé imunofluorescenéni re-
akce pti detekci specifickych protildtek. Me-
toda mé zatim omezené pouZiti p¥i sledovani
klinickVvch p¥ipadfi, protoZe nebyla vvpracova-
na kritéria pro interpretaci jednotlivych nale-
z0 ve vztahn k pfiiatym sérologickym testiim.
Pro epideminlogické oriizkumy vSak mfiZze byt
reakere povZita okamZité.

Také u leotospir byly dosaZenv dobré vy-
sledky zejména p¥i prfimé detekci v moéi a
orgadnech zvirat a také pfi identifikaci kultur.
Prakticky vyznam je vSak sniZovan tim, Ze ne-
existuje ovéfend, obecné pFijatd metodika. A pii
tom ze srovndni jednotlivych praci vyplyva, Ze

pravé v tomto piipadé mé postup pii pfipravé
preparati principidlni vyznam pro vysledek.

Pri jakékoli aplikaci FP je kone¢né tfeba od-
povédét na otdzku, do jaké miry jsou vysledky
této nové metody srovnatelné se zndmymi sé-
rologickymi testy (tj. zda tato metoda infor-
muje o stejnych antigenech a protildtkach jako
jiné reakce). Situace neni u vSech zirodki da-
né skupiny stejné.

Problematika detekce B. anthracis byla po-
drobnéji charakterizovdna vySe. Z hlediska roz-
pracovavani imunofluorescenéni reakce zaslu-
huji pozornost vysledky aplikace antikapsulér-
nich FP. Je to jeden z t&ch p¥ipadii, jakych je
v bakteriologii zatim jen né&kolik, kdy imuno-
fluorescentni metoda nejen Ze signalizuje po-
tfebu hlubSiho studia antigenni struktury, ale
sama se aktivn& podili na ziskdni novych po-
znatki (tykajicich se v daném piipadd po-
¢tu a lokalizace antigenn& odliSnych sloZek
pouzdra).

Star$i poznatky se plné& uplatiiuji u P. tula-
rensis, kde specifi¢nost reakce FP odpovid4
vcelku specifiénosti reakce aglutinace. V ng-
kterych ohledech se v3ak obé& reakce 1lisi. Byla
uZ diskutovdna otdzka avidity sér, zajimavy je
také vyznam vyb&ru antigenu: pouZiti americ-
kého kmene SCHU jako antigenu zvy3i titry
v RA o0 2—3 fedéni, zatimco v imunofluores-
cencni reakci zfistdva titr zcela neovlivn&n.

Z biochemickych praci je zndmo, Ze povrcho-
vy proteinovy antigen P. tularensis se skl4da
nejméné ze 6 komponent. Jejich dloha v séro-
logickych reakcich nebyla dosud studovéina.
Je moZné, Ze vyzkum vedeny timto sm&rem po-
miiZe vysvétlit detaily vazby protildtek na mi-
krobni buitku a zv§§it exaktnost nejen imuno-
fluorescenéni, ale i ostatnich sérologickych re-
akcei, pouZivanych k identifikaci P. tularensis.

U brucel se aplikace FP omezila na priikaz
rodové specifiCnosti konjugédtd, piFipravenych
z b&Zné pouZivanych aglutinaénich sér, a na
ovéfeni moZnosti detekce protilatek (srovné-
nim s RA a RVK). Podil tzv. ,A“ a ,M“ anti-
genli na reakci (a s tim souviseiici piFipadné
moZnost diferenciace Br. melitensis od Br. suis
a Br. abortus) nebyl studovan. Nebvl také ziis-
tovdn vyznam hloubé&ji vloZen¥ch frakei (tzv.
.Z“ a .r“ antigeny). oFitomnych v n&kter¢ch
kmen@ brucel. Te v8ak zndmo. Ze FP. ptipra-
vené z komeréniho aglutinaéniho séra. nerea-
ouii s asi 20 % &erstvé izolovan¥ch brueelovich
kmenfi (Uralova, astni sd&leni). Zm&nou imu-
nizaéni technikv, spodivaiiri v pouZiti ..polv-
vakciny“, v ni je tradidni formolizovand vak-
rina doplnéna vakcinou inaktivovanou 3etrné&i-
§im zplsobem. byl tento nedostatek ndstranén.
Toto pozorovadni svédEéi pro to. Ze na reakri
s FP se v riznych kmentt mohou podilet rizné
antigenni frakce. Empirickv vypracovan{y po-
stup pfipravy diagnostickich sér vyhovuie
praktickému pouZiti, nenahrazuje v8ak nutnost
imunologického studia reakce.

Na podobnou zavislost reakce na pfitomnosti
antigennich frakci rizné povahy (a v r@zné
miFe postiZenych fixacnimi postupy) ukazuji
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i uvedend pozorovani tykajici se leptospir. Kon-
krétni doklady o podilu jednotlivych antigeni
nebyly dosud ziskény.

Z piehledu dosaZenych vysledkd a z heslovi-
tého ndstinu imunologické problematiky vyply-
vé, Ze metoda FP vcelku vych4zi z dfive zjis-
ténych poznatkli o antigenni struktufe, pri
cemZ existujici postupy umoZiiuji u dané skupi-
ny zarodkii praktické vyuZiti FP. Na druhé stra-
né je zfejmé, Ze pouZivané postupy jsou ve své
podstaté empirické a nejsou zatim podloZeny
imunochemickym studiem. Tento stav je pra-
vidlem u naprosté vétSiny diagnostickych séro-
logickych testi. U metody FP je vSak ve zvy-
Sené mife pocitovadn jako nedostatek, protoZe
vysokd citlivost reakce a jeji zavislost na stavu
(dplnosti antigenniho vybaveni, morfologii
atd.) jednotlivych bunék detekované bakteridl-
ni populace zvySuje naroky na znalost detaild
vazby protildtky na antigen, umoZiiujici odpo-
védnou interpretaci vysledkli. Tyto otdzky jsou
proto hlavni nédplni souasné etapy vyzkum-
nych praci v oblasti diagnostické imunofluo-

rescence.
Pisemnictvi

Achmerov, D. §.: Udeii. zapisky Kazan. vet. instituta,
84, 1962, 55—58.

Ananova, E. V., Jameljanova, O. S.: Lab. délo, 1, 1964,
35—39.

Avakyan, A. A., Katz, L. N., Pavlova, I. B.: ]. Bacteriol.
90, 1965, 1082—1095.

Biegeleisen, |. Z., Moody, M. D.: Bact. Proc. 1960, p.
140—141.

Biegeleisen, |. Z., Moody, M. D., Marcus, B. B., Flynt,
J. W.: Am. J. Vet. Res., 23, 1962 a, 592—595.

Biegeleisen, ]. Z., Bradshaw, B. R., Moody, M. D.:
J. Immunol. 88, 1962 b, 109—112.

Biegeleisen, ]. Z., Cherry, W. B., Skaley, P., Moody,
M. D.: Am. ]. Hyg., 75, 1962 ¢, 230—239.

Blagovéséenskij, V. A., Kulberg, A. Ja., Bulatova, T. I.,
Korn, M. Ja: Z. Mikrobiol. 3, 1962, 18—23.

Boulanger, P., Robertson: Can. ]. Compar., Med. Vet.
Sci., 25, 1961, 299.

Busygin, K. F.: Ufen. zéapisky Kazan. vet. instituta,
84, 1962, 65—68.

Mc Cahan, G. R., Moody, M. D., Hayes, F. A.: Am. ]J.
Hyg. 75, 1962, 335—338.

Chernukha, Y. G., Korn, M. Y.: ]. Hygiene_ (Praha), 9,
1965, 240—246.

Cherry, W. B., Freeman, E. M.: Zbl. Bakt., I. Abt., Orig.,
175, 1959, 582—603.

Coffin, D. L., Maestrone, G.: Am. ]. Vet. Res., 23, 1962,
159—164.

Dacres, W. G.: Am. ]. Vet. Res. 22, 1961, 570—572.

Dacres, W. G.: Am. J. Vet. Res. 24, 1963, 1321—1323.

Dolgov, A. F.: Vojenno-med. Z. 10, 1960, 44—47.

Dowdle, W. R., Hansen, P. A.: ]. Infect. Dis. 108, 1961,
125—135.

Eisner, Schweiz. Z. Allg. Path. Bakt. 22, 1959, 129—144.

Franék, J.: Cs. EMI, 10, 1961, 377—384.

Franék, ].: Bibliograf. zpravodaj OIS VLVDU Hradec
Krélové, 1, 1962, 54—86.

Franék, ].: Zpravy z epid. a mikrob., 5, 1963, 5—9.

Franék, ].: ]. Hygiena (Praha), 8, 1964, 111—119.

Franék, ].: ]. Hygiene (Praha), 9, 1965, 160—168.

Franék, ]., Prochdzka, O.: Folia microbiol. 10, 1965 a,
77—84.

Franék, ]., Wolfovd, ].: Folia microbiol. 10, 1965 b,
85—92.

Franék, [.: Voj. zdrav. listy, 34, 1965 c, 21—26.

Mc Gavran, M. H., White, ]. D., Eigelsbach, H. T.,
Kerpsack, R. Y.: Am. ]J. Pathol. 41, 1962, 259—271.

Ignatjeva, O. A.: U&en. zapisky Kazaii. vet. instituta
84, 1962, 59—63.

Jaeger, R. F., Spertzel, R. O., Kuehne, R. W.: Appl
Microbiol. 9, 1961, 585—587.

Janney, G. C., Berman, D. T.. Am. ]J. Vet. Res. 23,
1962, 596—598.

Jentzsch, N. D.: Arch. Exp. Veterinarmed. 16, 1963,
921—835.

Jentzsch, K. D.: Zbl.
262—264.

Kuzmin, N. A.: Z. Mikrobiol., 3, 1962, 23—27.

Leontjev, A. N.: Z. mikrobiol., 11, 1963, 146.

Levina, E. N.: Z. mikrobiol. 1958, 9—11.

Levina, E. N., Kay, L. N.: Z. mikrobiol.
85—89. P

Levina, E. N., Archipova, V. R.: Lab. dé&lo, 10, 1964
619—623.

Lisickij, I. P., Min¢ev, P. N., Matvéev, B. A.: Vojenno-
med. Z. 8, 1963, 39—41.

Maestrone, G.: Can. J. Comp. Med. Vet. Sci. 27, 1963,
108—112.

Moody, M. D., Niegeleisen, ]|. Z., Taylor, G. C.: .
Bacteriol., 81, 1961, 990-—995.

Moulton, |. E., Howarth, J. A.: Cornell Vet., 47, 1957,
524—532.

Pillot, ]., d’Azambuja, S.: Ann. Inst. Pasteur, 104, 1963,
137—141.

Podkopajev, V. M.: Z. mikrobiol., 2, 1964, 80—84.

Pritulin, P. 1., Kuzmin, N. A.: Veterinarija, 7, 1959,
69—73.

Prochdzka, O.: Voj. zdrav. listy, 34, 1965, 268—273.

Rothstein, N., Hiatt, C.: ]. Immunol.,, 77, 1956, 257.

Sheldon, W. H.: Proc. Soc. exp. Biol. Med., 84, 1953,
165—167.

Tomesik, ., Guex-Holzer, S.: Schweiz. Z. Pathol. Bakt.
14, 1951, 515—522.

Tomesik, ., Guec-Holzer, S.:
1954, 97—109.

Tomov, A., Todorov, T., Benvenisti, I.. Epidemiolog.
microbiolog. i infect. bil. (Sofia) 2, 1965, 152—157.

Véinik, Z., Vé%inikovd, D., Zdk, K.. Folia microbiol.
8, 1963, 189—190.

White, F. H., Ristic, M.: 1.
118—123.

White, |. D., Rooney, ]. R., Prickett, P. A., Derren-
bacher, E. B., Beard, C. W., Griffith, W. R.: ]. Infect.
Dos., 114, 1964, 277—283.

Yager, R. H., Spertzel, R. O., Jaeger, R. F., Tigertt, W.
D.: Proc. Soc. Exp. Biol. and. Med. 105, 1960, 651—654.

Bakt. I. Abt. Orig., 192, 1964,

10, 1964,
ey

)

J. Gen. Microbiol. 10,

Infect. Dis., 105, 1959,



