
vOIENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 27

FLUORESKUIÍCÍ PRDTILĂTKY V RYCHLÉ DIAGNOSTICE VIROVÝCH INFEKCÍ

2. Speciální část

Podplukovník MUDr. Rudolf BENDA, CSc.
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

Literární prameny o aplikaci IF metody u vi-
rových nákaz jsou poměrně četné a často Se
v ních problematika experimentální i praktická
[diagnostická] prolíná. Proto je učiněn v tomto
přehledu pokus o výběr pouze těch Studií, kte-
ré mají výchozí [metodický] význam, a zevrub-
něji jsou pak komentovány ty Z dalších prací,
které Se dotýkají nebo mají přímý vztah k ře-

šení diagnostiky virových infekcí, nejdůležitěj-
ších pro laboratoře hygienicko-epidemíologickě
Služby. i 1

Infekce vyvolané neštovičnýmì viry

Hlavní diagnostický interes v této Skupině
infekcí představuje varíola. Diferencovat od
ní přichází v úvahu u některých případů ge-
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neralizované vakcíny nebo těžké varicelly, resp.
generalizovaného ZoSteru [129].

Rychlá diagnostika varioly, jak ji rozpraco-
vala v posledních letech řada autorů, vychází
Ze Základní práce Noyese a Watsonové [1145],
provedené S virem vakcíny. Ačkoli prioritu
v aplikaci IF k diagnostice varioly mají Sovět-
šti autoři [např. Avakjan a Sp. —-— 5], nachází-
me dobře dokumentované Studie .až v pozděj-
ších, většinou Západních pracích. Ty můžeme
v podstatě rozdělit na dvě Skupiny:

První Se zabývají identifikací viru varioly
[bez nároku na diferenciaci od ostatních neš-
tovičných původců, Zejména viru vakcíny] pří-
mo v materiálu Z IéZí [108, 74, 129). Předběž-
ná diagnóza je hotova do 2 hodin po odběru
materiálu. Zejména Studie Murraye [108] upo-
Zorňuje —— kromě podrobného popsání metodic-
kého postupu —— na nutnost sprävného odběru
materiálu [Seškrab spodiny vezikul] a dále pak
vyslovuje kritéria pro hodnocení nálezu: diag-
nózu lze vyřknout tehdy, jestliže vidíme celé _
morfologicky ještě nepříliš změněné buňky,
ve Skupinách či jednotlivě, S obsahem-fluores-
kujícího antigenu. Bals a Caruntu [7] Zdů-
razňuji ve Své práci S virem vakcíny výhody do-
barvování pozadí. Máme podobné Zkušenosti a
ověřili jsme Si nutnost předcházejícího otitro-
vání ingrediencí k tomu, aby bylo dosaženo ma-
ximálního kontrastu. '

Druhá Skupina prací Se věnuje rychlé diag-
nostice varioly během izolačniho pokusu na
tkáňových kulturách. Hahon [52] aplikoval
k této práci techniku počítání fluoreskujících
buněk. Zvýšení citlivosti detekce dosahuje zlep-
šením adsorpce viru Z vyšetřovaného materiálu
centrifugací při 500 G po 15 minut přímo na
kulatá, buňkami porostlá sklíčka ve Speciálním
Zařízení [patróny Z umělé hmoty). Diagnosti-
kuje S vysokou záchytnosti do. 24 hodin, nedi-
ferencuje však variolu od vakcíny. Carter [26]
využívá rozdílných kultivačních vlastností obou

Obr. 1. Specz‘fz'cky fluoreskuiîcî buňky a buněčná drť
v Seškrabu Spodı'ny chráničky po vSkarı'fı'k'aeı' virem vak-

cíny. Přímá IF metoda. Zvětš. asi 500krät .

virů: růst varioly Se opožd'uje proti vakcíně
při 36° C, takže Za 24 hodin vidíme pouzejed-
notli-vé buňky,`u vakcíny již ložiska buněk.
Kromě toho virus varioly .neroste při 41° C,
zatim co virus vakcíny vizualizujeme za tuto
dobu již v jednotlivých buňkách. Spojenim obou
postupů a hledisek můžeme dosáhnout vysoké
citlivosti záchytu varioly i její diferenciace od
vakcíny. . _,“

Důležitý materiál o diferenciaci neštovičných
virů od některých virů herpetických, Zejména
herpeSu prostého, přináší StudiezGurvičova a
Roihelova [51]- Podobně Se této otázky dotýká
-povšechná práce Nettera a Lapeyrea [111]. Bals
a Caruntu [7] diferencují neštovičné viry od
viru varicelly-Zosteru. -

Infekce vyvolané druhy Skupiny :Herpesvirus

Diagnostický interes představují Zejména in-
fekce vyvolané virem herpes simplex. V indi-
kovaných situacích však připadá v úvahu
i rychlá diagnostika varicelly a zoSteru, cyto-
megalické nemoci, popřípadě infekce akciden-
tálně4 Způsobené B virem. _.

Ačkoli viru h erp e S Sim p l e x se věnovali
již Weller a Coonsl[153] při popisu nepřímé
IF metody, je Správné považovat Za výchozí
až pozdější Studii Lébrunové [81]. Možnosti
diagnostické aplikace IF metody přímo Z pato-
logického materiáluukázali Biegeleisen a Sp.
[16]; vyšetřovali obsah kožních a slizničních
lézí přilidském herpesu. Výlučně Slizniční ma-
teriál primárního i rek'urentního oparu vy-
šetřoval Griffin [50]. Korneální infekci Ze Se-
škrabu rohovky na Sklíčko diagnostikoval po-
prvé Kaufman [72], Z domácích autorů pak
Benda a Sp. [12]. S úspěchem byla ověřena
iA možnost průkazu herpetické infekce v Sekč-
ním materiálu [17]. Všechny tyto práce umož-
ňují diagnózu, která je definitivní, do 2 hodin
po odběru materiálu. Osvědčila Se lépe - po-
dobně jako u neštovičných virů — přímá me-
toda barvení [72, 12]. Opět je třeba opírat Se
v mikroskopickém nálezu o vizualizaci celých
buněk. Fluoreskující bezstrukturní masy, vy-
Skytující Se Zejména v materiálu z kožního,
resp. Slizničniho herpesu, je třeba hodnotit
S obeZřetnoStí. Osvědčilo Se nám barvit pato-
logický materiál kontrastně. Velmi dobré a po-
zitivní zkušenosti máme rovněž Z práce, při níž
jsme identifikovali [obarvením mozkových otis-
ků Z myši] nové iZoláty.

Ze Sér nejvhodnější je králičí, Získané kom-
binovanou infekcí oční S následující imunizací
vysokoaktivního materiálu, podaného opakova-
ně do peritoneálni dutiny [81, 12]. Antisérum
k přípravě konjugátu má mít titr aspoň 1 : 128
[KFR]. ,

IF průkaz varice.lly a zosteru ještě
není S definitivní platností vypracován. Většina
autorů, věnujících Se studiím in vitro, používala
nepřímou metodu Wellera a Coonse [153]; je-
jich- poStupy [135, 43, 125] se nijak od Základní
práce neliší. Konjugát` k přímému barvení, při-
pravený Ze zvířeciho Séra [Zmiňují Se Gurvič
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Obr. 2. Mnohoiaderné buňky vytvořivší se v kultuře HeLa
buněk po nízce multiplı'cz'tní infekcí virem herpes sim-

plex. Fluoreskuiíoí antigen převážně v cytoplazmë.
Přímá IF metoda. Zvětš. aSZ' 500krăt

a Roihel —— 51], nenî dostatečně Specifický
pro Obsah tkáňových protilátek. St'astnější po-
stup je krátce komentován v práci Balse a Ca-
runtu [7 ), kteří používají ingredienci připra-
venou Z lidských rekonvalescentních sér. Ie
však třeba upozornit na Zkřížené sérologické
reakce mezi virem herpes simplex a varicella—
zoster. Proto by bylo nezbytné séra —— nejlépe
od dětí — předem kontrolovat vazbou komple-
mentu s antigenem herpes simplex a ta, která
by tyto protilátky obsahovala, vyloučit.

Význam rychlé diagnostiky přímo Z patolo-
gického materiálu představují generalizované
případy varicelly a zosteru, popřípadě zoste-
rové (fatální) encefalitidy. Důležitost'mají i říd-
ce přicházející Záněty plic, vyskytující Se Ze-
jména u dětí jako komplikace po' varicelle.
Diagnostika těchto případů však zatím ještě
nebyla ověřena. Pro identifikaci izolátů IF me-I
todou však jsou vytvořeny dostatečné experi-
mentální podklady [135). Ie Si třeba jen uvě-
domit, že při primoizolaci se virus adaptuje

,. pomalu [1-2 i vice týdnů).
Pro diagnostiku cytoìmegalické n em o-

ci je zatím k dispozici pouze jediná, Spíše
teoretická práce [49].

Akcidentálně přicházející potřeba rychlé
diagnostiky B - v i r o v é infekce je připravena
k prověření experimentálními pracemi Z naše-
ho pracoviště [9, 13). Nejspíše může přijít
v úvahu identifikovat izolát [v tkáňové kultu-
ře, v myším či králičím mozku). Rovněž může
nastat potřeba diagnózy z mozku Člověka, kte-
rý zemřel na akutní encefalomyelitidu. Otisky
z mozku jsou vhodným materiálem k rychlé
identifikaci viru [prověřeno zejména na my-
ších).

Závažnou skutečností u B viru je jeho jedno-
stranná antigenní shoda s virem herpes Sim-
plex. Proto při každém odůvodněném podezření
na B virus je nutné vyloučit, že nejde o lidský

herpetický virus. Toho se dá dosáhnout pouze
paralelním vyšetřením s ingrediencemi detegu~
jícími virus herpes Simplex [10].

Infekce Vyvolané adenoviry

Skutečnost, že žádný výchozí materiál z člo-
věka [snad s výjimkou plic od komplikovaných,
ale řídce přicházejících pneumonií děti) Se
nehodí pro přímé vyšetření, je hlavním důvo-
dem, proč na úseku adenovirů neexistuje do-
sud koncepce rychlé diagnostiky IF. Isou však
práce, jimiž je dokázána možnost aplikace ne-
přímé IF metody při experimentálním studiu
[19, 120 aj.]. Přímou IM metodu u adenovirů
[zejména u typu 14) použili k pokusům in
vitro Magureanu a sp. [97].

Diagnostický význam, i když nikoli přímé
diagnostické zaměření, mají pouze dvě práce.
Philipson [121) věnoval úsilí Srovnání citli-
vosti plakové techniky s metodou počítání fluo-
reskujících buněk v tkáňové kultuře. Odečítání
výsledků lze u adaptovaných kmenů dělat již
Za 28 hodin. U neadaptovaných kmenů adeno-
virů [při izolačním pokusu) by obvykle asi
byla tato doba delší. Iiž citovaní rumunští au-
toři [97] se ve Své práci přimlouvají za to, aby
se pomocí IF realizovalo rychlé skupinové
určení izolátů; v tomto případě by pak stačilo
kterýmkoli typovým antisérem, resp. FITC zna-
čeným globulinem [nebo směsí sér, resp. glo-
bulinů k několika typům) identifikovat jakýkoli
nově izolovaný adenovirus.

Nákazy způsobené myxoviry

Nejzávažnějši Z infekcí této Skupiny je
chřipka. Za výchozí IF Studii s jejím pů-
vodcem se považuje práce Watsonové a Coonse
[152], vykonaná na modelu chřipky in ovo.
Metodicky Závažné jsou pak dvě práce Liua
[88], který studoval patogenezi chřipkové in-
fekce u fretek a přinesl první upozornění o ma-
nifestaci solubilního antigenu v buněčném jád-
ře. Těmto otázkám [i různým jiným) se 'pak
věnovala řada autorů, z nichž nejobjektivněji
prokázal tvorbu Solubilního a virového antige-
nu v buňkách telecích ledvin s pomocí anti-S
a anti-V Sér Holterman a sp. (62).

Diagnostickou studii zásadního významu
představuje další práce Liua (89), zabývající
se průkazem .chřipky A1 a B v nátěrech z bu-
něčného Sedimentu nazálních Výplachů nemoc-
ných. Autor použil přímou IF metodu a zejména
u chřipky A zjistil poměrně vysokou citlivost
proti sérologickému vyšetření pomocí HIT. Za-
znamenal pouze jeden falešný výsledek. Svoje,
zkušenosti doplnil a upřesnil ve své pozdější
práci '[91). Martin a sp. [98) a Hers a Mulder
[58] pak ukázali na možnost průkazu asijské
chřipky v patologickém materiálu z fatálních
případů. Martin se spolupracovníky jako první
prokázal virový antigen i v makrofázich a
leukocytech člověka. Hers [57) ve své studii
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dokázal možnost IF průkazu chřipky V epite-
liích Ze sputa nemocných. Určité naděje vzbu-
dily Zprávy Baratawidjaji a sp. [8] aHinumy
a sp. [60] o možnosti IF průkazu chřipkového
viru adsorbovaného na červené krvinky. Zatím
však, jak nasvědčují Zkušenosti Zelenkové
[157] a Zejména pak Fraňkové a Moravové
[40], není metoda ještě tak propracovaná, aby
mohla být zaváděna již nyní do praxe.

První diagnostické Zkušenosti Liuovy prově-
řila V létech 1961-63 řada japonských autorů;
Skutečným rozvinutím problematiky v této době
však jsou práce Blaškoviče a sp. [18]. Předsta-
vují dva Základní přístupy k řešení rychlé diag-
nostiky v probíhající epidemii chřipky:

První Z nich je modifikací Liuovy techniky
- vyšetřuje se v ní nátěr Z buněčného sedi-
mentu vytřepaných naZálních stěrů [nikoli vý-
plachů]. V práci se zdůrazňuje, že diagnostic-
ký význam má vizualizace morfologicky málo
změněných cylindrických buněk nazálního epi-
telu, nikoli vizualizace makrofágů nebo dege-
nerovaných elementů, která může vést k omyl-
ným závěrům pro nespecifickou fluorescenci.
Druhý navržený postup využívá možnosti
urychlení identifikace viru během izolačního
pokusu na kuřecím embryu. Fluoreskujícími
protilátkami Se barví sediment odloupaných
epitelií v plodových tekutinách.

Potvrzením prací Blaškovičových [18] i prací
japonských autorů, Zejména Tatena a Sp. [142],
jsou obě studie Fedové a Zelenkové [38]. Au-
torky potvrdily v materiálu Z výtěrů diagnózu
chřipky v 63 0/0 jednotlivých případů. Virus
Z kuřecích Zárodků identifikovaly IF metodou
již v první pasáži. Ze Zkušenosti z armádních
pracovišť [40] se navrhuje Zjednodušený odběr
vyšetřovaného materiálu od nemocných: nátěry
na sklíčko se provádějí přímo kličkou, kterou
lehce Seškrábneme nosní Sliznici nemocných,
kteří Se předtím vvsmrkali. Eventuálně přítom-
ný mucin je možno snadno diferencovat od
Specificky fluoreskujících epitelií.

Na nejobsáhlejším materiálu je přímá IF
diagnostika chřipky ověřena v nedávných třech
Sděleních Tatena a sp. [143, 144, 145). Iaponci
používají přímou metodu s konjugáty vyrobe-
nými Z morčích antivirových Sér, která připra-
vují tak, že po Sérii intranazálních instilací
viru aplikují ještě další dávku koncentrovaného
viru intraperitoneálně. Séra mají vysoké titry
antihemaglutininů [1 : 2000—1 : 4000] a při vy-
šetření vazbou komplementu titry anti-S proti-
látek v rozmezí 1 :564-1 : 128, anti-V protilátek
mezi 1 :128 a 1:256. V prvním dílčím sdělení
autoři popisují a podrobně dokumentují morfo-
logii fluoreskujících elementů a Stanovují kri-
téria její diagnostické významnosti, specifič-
nosti atd. V druhém sdělení určují relaci mezi
imunocytologickými, sérologickými a klinický-
mi nálezy. [jen pro Zajímavost uvedu. že po-
mocí IF prokazují 89 0/0 Sérologicky ověřených
chřipkových onemocnění] Takto vyšetřili na
150 případů. V posledním příspěvku pak upo-
Zorňují na možnosti rychlé diagnostiky chřipky

protrahované, Z očního sekretu a Z krevních
leukocytů. “

Zdá se, že poslední práce japonských autorů
rozhodnou v otázce, kterou již dříve nadhodil
Hers [57], totiž Zda používat sér s obsahem
anti-S i anti-V protilátek, nebo pouze anti-V
protilátek. Excelentní výsledky Tatena a spolu-
pracovníků nabádají k tomu, aby v praxi se
Zůstalo Spíše u smíšených Sér. Nerozhodnutou
otázkou u chřipky je také užívání přímé či ne-
přímé IF metody. Přes Sugestivní výsledky Ta-
tenovy je třeba brát v úvahu i studie jiných
autorů, např. Hinumy a Sp. [61], kteří ukázali
na výhodnost komplementové techniky nejen
u chřipky, ale i u některých jiných myxoviro-
vých infekcí.

Problematika IF diagnostiky parainf l u-
enzy je pro svůj menší epidemiologický vý-
Znam poměrně málo rozpracována. První Zmín-
ky jsou v pracích Travera a sp. [149], Liua
a sp. [92], podrobnější údaje poskytli Ždanov
a Sp. [158], Maassab S Lohem [96] a Omar
[117]. Praxi nejbližší [pro urychlenou identi-
fikaci iZolátů] je sdělení Kashiwazakiho a Sp.
[71], věnované relaci IF a hemadsorpční tech-
niky počítání buněk při dokazování viru Sendai
v tkáňové kultuře.

Podobně je tomu S průkazem onemocnění vy-
volaných respiračně syncytiálním vi-
rem. Prvními Studiemi jsou práce Kishe a sp.
[73] a Benneta a Hamreho [14], základ pro
urychlenou identifikaci izolátů představuje Sdě-
lení Schielbeho a sp. [130]. Na možnost imuno-
histologického průkazu fatálních bronchiolitid
dětí s etiologii RSV upozorňuje Studie Shedde-
na a Emeryho [132].

Závěrem kapitoly o myxovirech ještě Zhod-
nocení situace u parotitidy. Ačkoli virus
příušnic byl prvním Z virových agens vizuali-
zovaných IF metodou [32] a i později byla pa-
rotická infekce Studována in ovo [151a-],
v tkáňových kulturách [151b-, 149, 83] a u opic
[29], není dosud kromě nedávné práce Lešša

S Vaškebovou [84] publikován žádný příspě-
Vek S výlučně diagnostickou aplikací. Leššova
studie ukazuje na možnost urychlené identifi-
kace viru předmnoženého v kuřecím embryu
při izolačním pokusu. a to často i v těch pří-
padech, kdy není evidentní hemaglutinace am-
niovou tekutinou. Zatím předložená technika
předpokládá barvení kryotomových řezů amni-
ové blány, takže ještě nemůžeme počítat s jejím
Zavedením do hyg.-epid. praxe. [V praxi při-
padá nejspíše v úvahu kazuistická diagnostika
parotitických meningitid.] V Leššových pracích
[83, 84] se doporučuje přímá metoda s použi-
tím konjugátu připraveného z králičího` anti-
séra. ‘ ' ”m

Spalničky a rubella

Přes dřívější nálezy Endersovy Se Za výchozí
IF studii se s p a 1 n i č k o v ý m virem považuje
práce Cohenové a sp. [30], v níž již je —- po-
dobně jako v pozdější práci Toyoshimy a sp.
[148] - ukázána možnost diagnostické apli-
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kace [urychlení identifikace izolátů]. Nepřímý
diagnostický význam má i další japonská prá-
ce [112], věnovaná imunohistologickému prů-
kazu Spalničkového viru V lymfatických uZli-
nách opic; Studie nabádá k použití IF metody
k etiologickému objasnění komplikovaných
[fatálních] bronchopneumonií dětí Spalničko-
vého původu. Závažným přínosem obou japon-
Ských prací [148, 112] je Zavedení opičího anti-
Séra místo lidského rekonvalescentního, a to
pro přímou i nepřímou IF metodu.

Pokud se týká r u b e lly, byly až do nedávna
obtíže S IF průkazem jejího původce. Poprvé
se to podařilo Schaefferovi a Sp. [129] a Brow-
novi a sp. [22], kteří užili ledvinových primo-
kultur z opic Cercopithecus, resp. buněk konti-
nuální linie opičích ledvin. Autoři aplikovali
dosažené výsledky k zavedení rychlého Séro-
logického průkazu rubelly u těhotných.

Nákazy vyvolané RED-viry

IF průkaz REO-virů [plakovou technikou]
nejpodrobněji rozpracovali v třech příspěvcích
Spendlove a Sp. [140, 141]. Zejména první
Z citovaných prací je možno využít k urychlení
identifikace izolátů.

Vzteklina

Studium IF viru lyssy mělo od začátku vel-
mi úzký vztah k diagnostické aplikaci. Ii'ž
první práce Goldwassera a Kisslinga [46, 47]
umožnily průkaz rabické etiologie v otiscích
Z mozků a Slinných žlaz podezřelých zvířat.
IF metoda umožňovala detekci i v těch přípa-
dech, kde nejsou prokazatelny Negriho inklu-
ze. Autoři pracovali přímou, nepřímou i kom-
plementovou technikou a používali králičí an-
tisérum, resp. z něj připravený značený glo-
bulin. Některé jejich, Zejména diagnostické
Zkušenosti, potvrdili později McQueen a sp.
[103] a Topleninova [147]. Naše vlastní po-
znatky [64] se Zejména vážou k použití IF
při detekci viru v otiscích mozku myší v inku-
bační době. Všechny dosavadní výsledky plně
opravňují k tvrzení, že lze lyssu diagnostiko-
vat [do 2 hodin] i Z patologického materiálu
lidského.

Počínaje rokem 1960 upřesnila ve Svých pra-
cích řada autorů dosavadní Znalosti o rozvoji
virového antigenu v buňce in vitro, o relaci
antigenních mas k Negriho tělískům, o varia-
bilítě kmenů v buněčné kultuře a podobně.
Z téměř desítky prací vysoké metodické úrov-
ně ocituji jen první [69] a dvě z novějších
[93, 67].

Prakticky využitelným Se stalo Zjištění, že
nepřímou metodou IF lze detegovat antirabic-
ké protilátky u očkovaných [46]. Technicky
otázku pak vypracoval Zejména Thomas a Sp.
[146] a prakticky prověřili Larschová [80] a
Gispen Se Saathofem [44], kteří stanovili relaci
neutralizačních a IF protilátek. Podle Zkuše-

Obr. 3. Specificky fluoreskuiícž Negriho inkluze v otisku
Z mozku myšky infikované uličním virem vzteklz'ny.

Nepřímá IF metoda. Z práce V. Hronovského.
Zvětš. asi 1100krăt

ností Z naší laboratoře [64] lze S výhodou po-
užít k této práci nejen mozkové myší otisky,
ale i infikované buněčné kultury.

Z prací vztahujících se k technologii výroby
konjugátů je třeba citovat dvě: Etchebarneovu
a Sp. [37], která přináší informace o výhod-
nosti značení gama-2 globulinové frakce hy-
perimunního koňského séra a která Se stala Zá-
kladem pro výrobu komerční diagnostické
ingredience na Západě, a Nadelovu a Carskiho
[109], v níž se studují faktory ovlivňující bar-
vicí intenzitu rabických imunních konjugátů.
K přípravě konjugátů lze však užít i Sér S niž-
ším neutralizačním indexem, jaké dosahujeme
např. u králíků: NI mezi 1000 a 10 000 [137].

Lymfocytární chorìomeningitis

První IF Studií S tímto virem je práce Reme-
Zova a Topleninové [127], kteří ověřili použití
nepřímé metody k průkazu viru LCM v expe-
rimentálně infikovaných buněčných kulturách
a v otiscích Z myších mozků. Upřesnění výsled-
ků a doplnění nálezy patogenetickými i doku-
mentací bylo provedeno našim pracovištěm
[11]. Přímou IF metodu vypracovali při Studiu
patogeneze LCM Wilsnack a Rowe [155]; autoři
připravili konjugáty Z morčích antisér.

Nejlépe je diagnostické aplikace Zřejma
Z naší práce. Zejména spolehlivý je průkaz
LCM v otiscích z myších mozků. Aplikace IF
k měření protilátek vyplývá z ještě nepubliko-
vaných Zkušenosti I. Hotchina a sp. [osobní
Sdělení 1965]; za předpokladu dostatečně anti-
genem' naplněných Seškrábaných buněk na
Sklech a S dobrým Značeným antiglobulinem
lze detegovat i poměrně nízké hladiny proti-
látek v lidských Sérech. Reakce IF protilátek
se dynamikou Spíše podobá KFR než neutrali-
Začnímu testu.
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Nákazy vyvolané arboviry

Prvním druhem Z této velké Skupiny původ-
ců, u nějž byla aplikována metoda IF, je virus
West—Nile [114]. Noyesovu práci je možno po-
Važovat Za Výchozí, neboť je V ni použita pří-
má metoda a Virus je vizualizován nejen v tká-
ňových kulturách, ale i V myších orgánech.
Pozdější práce S tímto virem (např. Kundino-
Vy — 76] jsou již aplikacemi první klasické
Studie.

Počínaje rokem 1959 Se Začínají objevovat
další IF Studie S ostatními arboviry. Nejvíce
byly Zatím zpracovávány druhy Skupiny B:
Virus japonské B encefalitidy [54, 63, 94, 6],
žluté zimnice [34, 53], encefalitidy Rift Valley
[65, 36], Murray Valley [106] a Zejména pak
klíšťové encefalitidy [1, 2, 41, 6, 94, 95, 77, 87,
138, 119, 133, 134). Do této poslední Skupiny
patří i nedávná studie S virem omSké hemora-
gické horečky [70]. Za výchozí Studii S arbo-
viry Skupiny A je Správné považovat práci
Metzgera a Sp. [105] S virem VEE, metodicky
závažná je i patogeneticky zaměřená studie
S virem Sindbis [66], příbuzným s virem EEE.
Z jiných arbo-Skupin je nutné citovat práci
S původcem argentinské hemoragické horečky
[104], virem horečky Colorado [25] a virem
Ťahyňa [150].

K přípravě konjugátů pro přímou reakci se
převážně doporučuje a používá králičích imun-
ních Sér. Většina sovětských autorů v poslední
době užívá pro práci S Viry komplexu klíšťové
encefalitidy konjugát z komerčního hyperimun-
ního Séra koňského [gamaglobulin].

Nepřímý diagnostický Význam má většina
prací provedených na tkáňových kulturách:
Zejména S virem West—Nile [114], žluté zimni-
ce [34, 53), japonské B encefalitidy [94], klíš-
ťové encefalitidy [94, 41, 77 aj.], VEE [105]
a argentinské hemoragické horečky [104].
Pouze diagnostické Zaměření má druhá studie
Lvovy [95], která jako první identifikovala
izoláty viru klíšťové encefalitidy v kuřecích
embryonálních buňkách očkovaných krví ne-
mocných, a dále práce Easterdaye a Iaegera
[36], kteří Za krátkou dobu identifikují izo-
láty viru Rift Valley encefalitidy. Nový a zdá
Se pro budoucnost nejperspektivnější způsob
Záchytu a identifikace arbovirů a virů vůbec
ukazuje ve Své nedávné práci Hahon [53], kte-
rý techniku počítání fluoreskujících buněk
kombinuje se Zesílením míry adsorpce viru
žluté zimnice na sklíčka s buňkami ve Spe-
ciálních patrónách z umělé hmoty pomocí cen-
trifugace při 15 000 obrátkách. Je schopen
diagnostikovat za 24 hodin. Ie zajímavé, že
přes poměrně velký počet patogenetických pra-
cí na myších Se nevžila technika identifikace
arbovirů Z mozkových otisků. Albrecht tvrdí
[ústní Sdělení 1965], že není Spolehlivá.

Vzhledem k tomu, že nás nejvíce Zajímají
viry komplexu klíšťové encefalitidy, je třeba
komentovat ještě dvě závažné diagnostické
Studie, mající navíc i obecný Význam. První
z nich je nedávná práce Kunze [78], který Se

pokouší přímou metodou IF za užití mikro-
fotometrie objektivně vyhodnocovat intenzitu
fluorescence a diferencovat tím mezi Sebou
všechny druhy antigenně příbuzných virů kom-
plexu klíšťové encefalitidy. Reakce se téměř
vyrovná inhibičně hemaglutinačnímu testu.
Další prací, která má širší koncepční význam,
je nedávná Studie Albrechtova [4], rozlišující
nepřímou metodou S použitím morčích antisér
různé arboviry Skupiny B. Autor Spolehlivě
odlišuje od viru klíšťové encefalitidy viry ja-
ponské B encefalitidy, West-Nile horečky, St.
Louis encefalitidy, pomnožené v kuřecích em-
bryonálních buňkách. Obě Studie nejsou dosud
prověřený, ale není Vyloučeno, že by se mohly
Stát východiskem k Vypracování diferenciální
rychlé diagnostiky všech arbovirů.

Enterovirové nákazy

Virus poliomyelitidy prokázalo pomocí
IF několik autorů v přibližně současné době
[23, 24, 82, 116]. Všichni použili nepřímou
metodu, jíž vizualizovali antigenní masy v cy-
toplasmě a později i V jádře. [Oddo —— 116 a
Goldwasser a Shepard —— 48] popisují antigen
výlučně jen V cytoplazmě. Zejména podrobně
byl Sledován časový rozvoj viru v buňce; tyto
otázky —— spolu se shora citovanými autory ——
řešila i řada pozdějších prací [99, 100, 85, 59].

Diagnostický význam mají zejména práce
Kaltera a Sp. [68] a Hatche a Sp. [56], kteří
řešili otázku typování izolátů pomocí IF bar-
vení nátěrů verzenovaných buněk. Závažná je
i experimentální Studie KovacSe [75], který
identifikoval poliovirus v parafínových řezech
opičí míchy. Techniku IF detekce poliomyeli-
tických protilátek vypracovali Riggs a Brown
[128].

Prvním modelem ostatních nepoliomye-
litických enterovirů se stalechovirus
typu 9, který v organismu Sajících myšek pro-
kazoval IF Gädecke [42], v opičích ledvino-
vých buňkách pak Dostal a sp. [35]. Metodický
je důležitá patogenetická práce Rabina a sp.
[124] s virem Coxsackie B 1. Značné obtíže
byly u Coxsackie virů skupiny A. Larson [79]
pracoval s typem 14 a využíval k přípravě kon-
jugátu Separovaných protilátek Z ascitické te-
kutiny imunizovaných myší, jimž byl implanto-
ván ascites produkující nádor. Nedávno navrhli
Zalan a sp. [156] jiný způsob řešení IF průka-
Zu Coxsackie virů Skupiny A: adaptovali řadu
prototypových kmenů k lidským amniovým
buňkám a infekčními tekutinami pak imuni-
zovali králíky. Králičí Séra lze použít v ne-
přímé IF reakci k rychlé identifikaci izolátů
[na sajícíclı myškách], jak již dříve to ukázali.
u Coxsackie virů skupiny B a u echovirů podle
vzoru poliomyelitidy Shaw a sp. [131] a pak
i Hatch [55], Page se Stulbergem [118] a jiní.
Nejzávažnější Z těchto studií je první [131],
V níž bylo k identifikaci virů použito šesti
směsí antisér, celkem proti 25 různým proto-
typům.

Nejkomplexněji se pokusili ve Svých příspěv-



cích vypracovat rychlou diagnostiku enterovi-
rů [poliovirů, Coxsackie virů Skupiny B a echo-
viru typu 9] Brown [21] a Riggs S Brownem
[128]. K identifikaci virů [v seškrábaných buň-
kách] používají přímou metodu [konjugáty
Z králičích antisér]. .

Zatim tedy není ještě navrženo Schéma rych-
lé identifikace Skutečně všech typů enterovirů.
Metodicky však je otázka již připravena. Beze-
sporné je, že metodou volby je použití králi-
čích antisér, a to asi i u virů Coxsackie sku-
piny A.

Závěry

V současné době je [podle světové literatu-
ry] vypracován IF průkaz většiny animálních
virových infekcí. Výjimku činí zatím pouze
lidská hepatitida, nákazy způsobené rhinoviry
a virem encefalomyokarditidy. Diagnostické
aplikace stávajících postupů však ještě nejsou
plně využity a vymezeny. ,

V našich podmínkách je nezbytné ovládnout
[reprodukovat a dále rozvinout] především
přípravu sér a konjugátů pro přímou IF re-
akci. Na základě zkušeností je pak třeba vy-
pracovat pokud možno jednotné návody pro
diagnostiku jednotlivých infekcí, resp. jejich
skupin, at' přímou nebo nepřímou IF technikou.
Za perspektivní je možno považovat postup na-
vržený Hahonem [52, 53]. Rovněž je třeba vě-
novat pozornost IF detekci protilátek.

Souhrn

V předložené druhé části souborné práce je
ukázáno na současné i perspektivní možnosti
rychlé imunoiluorescenčni diagnostiky většiny
lidských virových infekcí. Zatím má metoda
největší význam při diagnostice varioly, chřip-
ky, herpesu a lyssy.
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