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FLUORESKUJICI PROTILATKY V RYCHLE DIAGNOSTICE VIROVYCH INFEKCI

1. VSeobecna problematika

Podplukovnik MUDr. Rudolf BENDA, CSc.
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

Od prvniho prikazu virového agens (paroti-
tidy) imunofluorescencni (IF) metodou uply-
nulo vice neZ 15 let. Za tuto dobu se nashro-
méZdilo velké mnoZstvi novych vysledkll a ex-
perimentdlnich zkuSenosti. Svéd¢i o tom néko-

lik soubornych, rtizné zamérenych studii (90,
28, 122, 57, 15, 3, 107). Nejvice teoretické je
zpracovanl prisluSné kapitoly v neddvné mo-
nografii Nairnové (110).

Je samozrejmé, Ze v popiedi velké fady po-
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kusnych praci jsou otdzky diagnostiky virovych
infekci. JiZ zde v Gvodu je na misté- upozornit
na tri noveéjsi prispévky, zamysSlejici se nad
praktickymi aplikacemi i perspektivami IF me-
tody pri virologické diagnostice v zafrizenich
hygienicko-epidemiologické sluZby: na préaci
Coonse (31), Cheevera (27) a Schaeffera a sp.
(129).

Celkové materidl ze vSech citovanych pii-
spévkil nabadéa k vysloveni ndzoru, Ze by zatim
nebylo sprdvné naSim diagnostickym laborato-
Fim uniformné dekretovat, jak a v jakém roz-
sahu maji rychlou diagnostiku virovych infekci
IF metodou prevést ve skuteCnost. Laboratore
jsou totiZ rtizné zaclenény do struktury hyg.-
epid. sluzby v naSem staté, maji rtizné pracovni
podminky a jednotlivi pracovnici v nich roz-
dilnou odbornou zkuSenost. Bude proto vhod-
néjsSi zamérit se v tomto prehledu spiSe na
mozZnosti, které ndm pro budouci dobu posky-
tuje bohaty materidl svétové literatury, a ne-
chat na pracovnicich samych, které metodiky
chtéji (a mohou) ve svych podminkéach po-
stupné zavadét. Oni by také meéli urcit proporci
mezi epidemiologicky zamé&fenou a tzv. Klinic-
kou (kazuistickou) diagnostikou. Nejlépe pak
lze ovliviiovat zaméfeni a moZnosti prdce na
diagnostickych laboratofich centralnim zajis-
tovanim ingredienci a specializovaného zafi-
zeni.

Predkladana prvni ¢ast pfehledu vénovaného
aplikaci IF metody ve virologické diagnostice
se zabyva vSeobecnymi otdzkami, tj. prevaziné
nékterymi zvlaStnostmi aplika¢nich metodik a
pristupt, jimiZ se 1iSi virologie napf. od bakte-
riologie. Spolu s druhou c¢ésti, jejimZ obsahem
je zhodnoceni moZnosti rychlé diagnostiky jed-
notlivych virovych infekci, ma za ucel — po-
dobné jako prace Rehnova (126) o rickettsiich
a bedsoniich — doplnit t¥i prfedchéazejici sdéle-
ni Frarika (39), vénovand zdkladni tematice a
ndkazam bakterialnim.

Piiprava a vlastnosti antivirovych sér

Tato diléi otdzka zahrnuje Fadu problémi.
Jednim z nich je pritomnost heterolognich tka-
novych protilatek (122, 110) v antivirovych sé-
rech, resp. v antivirovych globulinech oznace-
nych fluoresceinizothiocyandtem (FITC). Ne-
respektovani toho vede k nespecifickému néa-
lezu a tim neobjektivnimu zavéru. Pfipravi-
me-li nap¥. hyperimunni antipoliomyelitické sé-
rum na necitlivém zvifeti (tfeba kraliku) s po-
moci neciSténého viru pochézejiciho z tkané
jiného druhu (tfeba z bunék opicich ledvin),
nemtiZeme pro vytvoreni nespecifickych tkaro-
vych protilatek v séru (globulinu) prokazovat
pfislusny virovy antigen v opicich ledvinovych
burikdch a vlbec v tkani opi¢iho pavodu.

Z tohoto hlediska je moZno povaZovat za
lep8i séra rekonvalescentni, vznikajici za pod-
minek vhodné vnimavosti a citlivosti hostitele.
Infikujici virus prichézi v tomto pripadé do or-
ganismu v nepatrném objemovém mnoZstvi,
takZe tkariové protilatky se nevytvareji. Lidska

rekonvalescentni séra dospélych — proti zvi-
Fecim, pripravenym v laboratofi — vSak nejsou
priliS vyhodné pro pritomnost Sirokého spektra
protilatek k t€m virtm, které se Casto vyskytuji
v populaci (myxoviry, adenoviry, rhinoviry, en-
teroviry, virus herpes simplex aj.]). Jejich po-
uZiti je Casto pr¥imo vylouceno (v téch pfipa-
dech, kdy chceme detegovat IF metodou pravé
néktery ze jmenovanych béZné se vyskytujicich
vird). :

Obé nevyhodné vlastnosti antivirovych sér, tj.
obsah heterolognich tkaiovych protilatek ve
zvifecich sérech hyperimunnich nebo soufasna
pritomnost fady rt@iznych jinych protivirovych
protilatek ve zvifecich sérech a hlavné v lid-
skych rekonvalescentnich sérech nasvédcuji to-
mu, Ze hlavni perspektivni cestou je priprava
zvifecich sér s pomoci vysoce purifikovanych
a koncentrovanych virovych suspenzi nebo jed-
notlivych z nich separovanych frakci. Prikla-
dem takového postupu jsou — kromé jinych —

.klasické préce s virem vakciny (115) nebo

s myxoviry (152, 20, 62).

Uvedeny poZadavek na zplisob piipravy sér
je dnes jiZ vSeobecné zndm, dokdzéan i objasnén
a vZiva se do metodologie préce s viry. Neob-
jasnény zlstdvaji (vzhledem k aplikaci metody
fluoreskujicich protildtek) moZnosti vyuZiti
zkuSenosti, Ze se navzajem liSi kvalitativné svy-
mi vlastnostmi 19S a 7S protilatky antivirovych
sér.

Konjugace sér s FITC a nespecificka
fluorescence

Jako v ostatnich disciplindch i ve virologii se
v souCasné dobé& pouZivd ke konjugaci s proti-
latkami vyhradné FITC. Ke konjugacni proce-
dufe se obvykle bere celd globulinova frakce
séra. Vyjimkou témér jedinou je priprava na
zdpadé pouZivaného a vysoce aktivniho anti-
rabického znac¢eného gama-globulinu z hyper-
imunniho koriského séra (37).

Konjugac¢ni techniky se vSelijak navzajem lisi
a nemeélo by vyznam se na tomto misté jimi
zabyvat. PouCeni o této problematice najdeme
v imunochemickych pracich z let 1960—1964,
provedenych na modelovych (nikoli protiviro-
vych) globulinech. Vysledky tohoto studia, ze-
jména pak prdce McDevitta a sp. (101), Mc-
Kinneye a sp. (102) a Lewise a sp. (86) zasad-
né ovlivnily a zmodernizovaly technologii kon-
jugace v celé sféfe oborl, v nichZ se metoda
fluoreskujicich protilatek pouZiva.

S otdzkou konjugace protilatek tizce souvisi
problém nespecifické fluorescence. Jeji reduk-
ce je zvlasté dhleZitd pri diagnostické préci,
ponévadZ nespecifické ndlezy podmiiiuji omyl-
né vysledky a ty pak zase samu metodu diskre-
dituji. SniZeni fluorescence pozadi mé vibec
nejvétsi vyznam pri pfimém vySetfovanl pato-
logického materialu.

Jak bylo FeCeno jiZ v pfedchéazejici kapitole,
miiZe byt nespecifické pfibarvovani vysledkem
heterogenity protilatek uZitych k oznaceni. Ty-
to nespecifické reakce jsou téZko odstranitelné
a Casto viibec neodstranitelné, podobné jako
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nap¥. nespecifické pfibarvovéni granul v eozi-
nofilech. Ostatni nespecifickd fluorescence,
podminénd nespecificky svdzanym fluorescei-
nem nebo volnym fluorochromem, se odstranit
di. Metody zahrnuji prolongovanou dialyzu pfi
+4° C, frakcionaci na sloupci z DEAE celuldzy,
adsorpci na uhli, gelovou filtraci s pouZitim
Sephadexu nebo kombinované techniky (45, 33,
86, 110). Purifikované prepardty obvykle vy-
Zaduji jeSté dalSi opracovani tkatiovymi suspen-
zemi nebo pré&sSky extrahovanymi acetonem.
Casto se doporuduje — zejména ve virologii —
pouzivat kontrastniho dobarveni albuminem,
ktery je konjugovan s rhodaminem (136). Nej-
lep§im prepardtem je pro oranZové cervenou
fluorescenci komercéni lissamine-rhodamin
B-200. Podle naSich zkuSenosti je tento fluoro-
chrém vyhodné&j$i neZ napi. chemicky stélejsi,
ale mélo intenzivné& fluoreskujici sulfofluorid
rhodaminu (113). K mikroskop@im s velkym po-
zadim, jako je napr. ML-2, v3ak se tento po-
sledni vyborng hodi. Kontrastni barveni se mi-
Ze provadét soutasné se specifickym barvenim
i po ndm (dvoufdzové). Rozhodné& v3ak nesmi-
me kontrastni dobarvovani povaZovat za samo-
spasitelné a nevénovat pritom pozornost kvali-
té¢ konjugovaného imunniho globulinu. Tato
stdle zistdva zédkladni a urcéujici. Ostatni po-
drobnosti o nespecifické fluorescenci viz uvod-
ni piispévek Fraiika (39).

P¥im& a nepfima technika
a ostatni modifikace IF metody

V souvislosti s velkym poctem virovych dru-
hit se vynofuje otdzka, zda pouZivat pFimou
nebo nepiimou techniku IF barveni. Bez ohle-
du na obecné vyhody a nevyhody obou postuptl
se zd4 byt oprdvnén nézor, Ze k typové dife-
renciaci §irokého spektra vird, p¥indleZejicich
k jednomu nebo nékolika rodim, resp. skupi-
ndm (enteroviry, adenoviry, chripkové viry a
viry parainfluenzy, arboviry i jiné) je vyhod-
né&jsi nepfimd metoda. Ke skupinové diagnosti-
ce, kterd ndm nékdy miiZe docela postacit (ade-
noviry) nebo musi postacit (neStovicné viry),
je moZno s vyhodou uzit pfimé metody. Primé
barveni je metodou volby také u takovych na-
kaz, jejichZ plivodci pfedstavuji jedinecny.imu-
nologicky typ (virus rabicky, LCM). Zda se
vSak, Ze vyhranén& uvaZovat nelze, nebot volba
barvici procedury ¢asto vychédzi nejen z dané-
ho tdkolu nebo vSeobecného zaméfeni labora-
tofe, ale i z moZnosti, které jsou k dispozici.
V kaZdém piipadé se nepfiméd metoda hodi pri
ovldddni IF diagnostiky. Zbavuje starosti ty,
ktefi — za Spatné situace u nds s centralni
vyrobou antivirovych zna€enych globulind —
nemaji na svych pracovistich imunochemicky
servis.

S nepiimou IF metodou (153) souviseji jeSté
dvé dalsi otdzky. Prvou z nich je tzv. komple-
mentovd metoda (48, 61) detekce virovych anti-
genii, doporutovand fadou pracovist v zahra-
ni¢i. K rutinni diagnostice je opravnéni ji do-
porucovat v tom piipadé&, Ze protimorci, resp.

protikomplementovy konjugovany antigama-
globulin je vysoce aktivni a zejména pak vy-
soce specificky. N4S komerc¢ni preparat v sou-
c¢asné dobé neni v tomto smyslu na tplné odpo-
vidajicl drovni.

Pokud se tyka doporuceni druhé modifikace
klasické nepfimé IF metody k rutinni diagnos-
tice, tj. vyuZiti ji k IF detekci protilatek v sé-
rech, jak je popsdno u enterovirovych infekci
(21), rabiesu (146), rubelly (22, 129), LCM
(astni sdéleni ]. Hotchina 1965), je spravné jes-
té urcity ¢as vyckat. U rabiesu (pokud chceme
detekci protilatek zjistit v kratké dobé ucinnost
pouZité oCkovaci 14tky) nebo u rubelly je na-
vrZeny postup Gcelny. Technika vypracovana
u LCM je v souCasné dobé provérovana na ji-
nych necytopatickych virech (arboviry skupi-
ny B) a mohla by se stdat v budoucnosti meto-
dou volby, aspoii u kliStové encefalitidy. IF
detekce protilatek u enterovirovych infekci se
jevi pro velky pocet druhii diskutabilni. (Mimo-
chodem je tfeba upozornit na to, Ze absolutni
podminkou pro uspésnou detekci protilatek po-
moci IF je nejen dostate¢né zhuSténi antigenu,
na néjz vySetfované protilatky navazujeme, ale
i vysoké kvalita [svitivost] p¥isluSného znace-
ného antiglobulinu.)
~ DileZitou modifikaci IF metody (pfimého
i nepfimého barveni) je prukaz virli pomoci
tzv. poditani fluoreskujicich bunék v tkéarové
kultufe (154, 121, 49, 52, 53). Zaklad techniky
(prikaz fluoreskujicich loZisek nebo mikropla-
ki) poloZili svymi pracemi jiZ Noyes s Watso-
novou (114, 115) a na rozpracovani a zjedno-
duSeni participovala Fada dalSich autord. Me-
toda se hodi nejen k titraci, ale i k detekci vird,
a svou citlivosti — pfi dosaZeni rychlejsiho vy-
sledku i u necytopatickych agens — se vyrov-
na konvenénim technikam.

Vizualizace virového antigenu
a jeho lokalizace v buiice

Virus obarveny fluoreskujicimi protildtkami
miZeme pozorovat*) pro omezenou rozliSovaci
schopnost fluorescenéniho mikroskopu pouze
jako men8i nebo vétSi nakupeniny antigenu.
Ten je lokalizovdn podle druhu viru a jeho vy-
vojového stadia v jAdre, v perinukledrni z6né
cytoplazmy nebo diftizn& v cytoplazmé, popii-
padé v celé morfologicky zménéné nebo i nor-
malni buiice tkarové kultury, tkané, ¢i patolo-
gického materidlu. Lokalizace antigenu zavisi
nékdy i na druhu pouZitého antivirového séra.
Zv1asté perspektivni — vzhledem k diagnostic-
kym tcelim — je pokusné jeSté neuzavieny a
praxi neprovéreny IF prikaz v bilych krvin-
kach (139).

Prokazovat virovy korpuskularni antigen mi-
mo buiiku (volné inkluze, fluoreskujici bunééné
drt) v tkéiiové kultufe a zejména pak v pato-

*)] Na rozdil od bakteriologie pouZivdme ve virologii
vétsinou mensi zvétSeni (100—250krét); imerzniho systé-
mu pouZivdmé pouze pfi vyhodnoceni detaild, popripadé
k dokumentaci vhodnych nélezi.
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logickém materiilu je pfi diagnostice diskuta-
bilni a nese s sebou riziko omylu. Limitace vSak
neni absolutni. PFi urcité zkuSenosti za podmi-
nek slabé pfibarvujiciho pozadi a dobrého od-
stranéni nespecifické fluorescence (vcetné za-
kodovéani pozitivni specifické fluorescence zna-
mého materidlu) a po dokonalém vymyti pre-
pardtu miZeme spolehlivé hodnotit i specific-
ky fluoreskujici antigen vné builky. Jako pFi-
klad 1ze uvést zpravu Kirsche a Kisslinga (74),
Goldwassera, Kisslinga a sp. (46, 47) i Biegel-
eisena a sp. (16) o nalezech prfi vySetfovani pa-
tologického materidlu, obsahujiciho virus va-
rioly, rabiesu, resp. herpes simplex. Je si tfeba
ovSem uvédomit, Ze pfi takovém vySetfeni ob-
vykle vidime vedle extraceluldrné fluoreskuji-
ciho antigenu i obarveny virus uvnitf celych
(zfetelnych) a aspoil ojedinéle se vyskytujicich
bunék. ZkuSenost madme na nasi laboratofi ové-
Fenu u rabiesu, herpetické infekce a u materi-
alu z vakcindlnich koZnich 1ézi.

Prehled moZnych lokalizaci fluoreskujiciho
specifického antigenu v buiice u jednotlivych
virovych infekci je zpracovdn v monografii
Nairnové (110). Odkazuji p¥imo tam s vysvét-
lenim, Ze rozdily u nékterych infekci (napf.
chfipky), pozorované riiznymi autory, jsou pod-
minény vlastnostmi sér i celou rfadou dalSich
faktort, jako je druh bunék, stadium infekCni-
ho procesu, zplisob barveni aj. Zd4 se, Ze pro
jednoduchou, avSak spolehlivou praktickou
diagnostiku je nejvyhodné&jsi takovy vybér in-
gredienci (sér), které se vdZou na povrchovy
antigen (vétSinou protein) zralé virové parti-
kule. Z tohoto hlediska je od zaCatku feSena
napf. detekce neStoviénych vird (115) a po-
dobné rychlou diagnostiku chripky i nékterych
ostatnich myxovirovych infekci maji tendenci
néktefi autofi realizovat s pomoci sér ziska-
nych imunizaci ¢iSténym V antigenem (57, 62).

Pri vizualizaci virt IF metodou v buiice je
vhodné, jak jiZ bylo feCeno shora, dobarvovat
pozadi oranZové Cervené fluoreskujicim rhod-
aminem. Casto se také specifické IF barveni
kombinuje (na paralelnich prepardtech) s bar-
venim akridinovou oranZi, fluorochrémem, kte-

ry umoZiiuje v buiice diferencovat DNK od RNK
(pFehled o aplikacich vCetné barvici techniky
viz Pollard a Starr 123). Podobny dopliiujici
vyznam ma fazoveé kontrastni mikroskopie, kon-
vencni barveni nebo jiné histochemické tech-
niky neZ je barveni akridinovou oranZi. S vy-
jimkou akridinové oranZe nejsou vSak zatim
u Zadné z uvedenych®technik jeSté stanoveny
pfesné indikace jejich dopliiujiciho vyznamu a
aplikace pri rychlé diagnostice virovych nédkaz
fluoreskujicimi protilatkami.

Zavery

Rychlou diagnostiku virovych infekci je moz-
no zésadné reSit dvéma zplisoby.

Prvni spocivd v priikazu virového antigenu
pfimo ve vhodném patologickém materidlu
z Clovéka, obsahujicim postiZené buiiky. Zda-
leka v3ak zatim tuto techniku nelze aplikovat
u vSech infekci, resp. klinickych syndromi. Pri-
kladem takového zplisobu jsou klasické préace
s chripkou (89), rabiesem (47), herpesem pros-
tym (16) a variolou (74).

Zakladem druhého zptisobu je wurychleni
identifikace agens po jeho predmnoZeni pri
izola¢nim pokuse, provddéném na tké&riovych
kulturach, v kufecim embryu nebo pokusném
zvifeti. Tento postup byl vyuZit mnoha autory
a je realizovatelny u vSech infekci, jichZ pii-
vodce umime s pomérnou spolehlivosti zachytit
z patologického materidlu na citlivém kultivac-
nim systému. Pfikladem takového zpilisobu
rychlé IF diagnostiky je v neddvné dobé pre-
cizné vypracovana detekce varioly a Zluté zim-
nice, zaloZenad na vizualizaci fluoreskujicich
bunék nebo mikroplaki v tkaiiové kultufe oc-
kované podezielym materidlem (52, 53).

Souhrn

V této prvni ¢asti prace jsou kratce a z prak-
tického hlediska zhodnoceny nékteré dil¢i otaz-
ky, které maji vyznam pri diagnostické apli-
kaci metody fluoreskujicich protilatek u viro-
vych infekci.



