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FLUORESKU]JICI PROTILATKY V RYCHLE DIAGNOSTICE VIROVYCH INFEKCI

2. Specidlni &ast

Podplukovnik MUDr. Rudolf BENDA, CSc.
Vojensky dstav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

Literarni prameny o aplikaci IF metody u vi-
rovych nédkaz jsou pomérné Cetné a cCasto se
v nich problematika experimentélni i prakticka
(diagnostickd) prolind. Proto je u¢inén v tomto
pfehledu pokus o vybér pouze téch studii, kte-
ré majl vychozi (metodicky) vyznam, a zevrub-
néji jsou pak komentovény ty z dalSich praci,
které se dotykaji nebo maji pfimy vztah k fe-

Seni diagnostiky virovych infekci, nejdileZitéj-
Sich pro laboratofe hygienicko-epidemiologické
sluZby. I

Infekce vyvolané neStoviénymi viry

Hlavni diagnosticky interes v této skupiné
infekci predstavuje variola. Diferencovat od
ni prichazi v tdvahu u nékterych pfipadd ge-
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neralizované vakciny nebo téZké varicelly, resp.
generalizovaného zosteru (129).

Rychla diagnostika varioly, jak ji rozpraco-
vala v poslednich letech fada autorii, vychézi
ze zékladni prace Noyese a Watsonové (115),
provedené s virem vakciny. Ackoli prioritu
v aplikaci IF k diagnostice varioly maji sovét-
§ti autofi (napf¥. Avakjan a sp. — 5), nachézi-
me dobfe dokumentované studie aZz v pozdéj-
§ich, vétSinou zipadnich pracich. Ty miiZeme
v podstaté rozdélit na dvé skupiny:

Prvni se zabyvaji identifikaci viru varioly
(bez ndroku na diferenciaci od ostatnich nes-
toviénych plivodcil, zejména viru vakciny) p¥i-
mo v materidlu z 1ézi (108, 74, 129). Pf¥edbéz-
nd diagnéza je hotova do 2 hodin po odbéru
materidlu. Zejména studie Murraye (108) upo-
zoriiuje — kromé podrobného popsdni metodic-
kého postupu — na nutnost sprdvného odbéru
materidlu (seSkrab spodiny vezikul) a ddle pak
vyslovuje kritéria pro hodnoceni nélezu: diag-
nozu lze vyrfknout tehdy, jestliZe vidime celé
morfologicky je$té nepfili§ zm&n&né buiiky,
ve skupinédch ¢i jednotlivé, s obsahem fluores-
kujiciho antigenu. Bals a Caruntu (7) zda-
raziiuji ve své praci s virem vakciny vfhody do-
barvovéani pozadi. Mdme podobné zkuSenosti a
ové&Fili jsme si nutnost pFedchéazejiciho otitro-
vani ingredienci k tomu, aby bylo dosaieno ma-
ximé&lniho kontrastu.

Druhé skupina praci se vénuje rychlé diag-
nostice varioly béhem izolaéniho pokusu na
tkaniovych kulturdch. Hahon (52) aplikoval
k této préaci techniku poéitdni fluoreskujicich
bungk. Zvy3eni citlivosti detekce dosahuje zlep-
Senim adsorpce viru z vySetfovaného materidlu
centrifugaci pri 500 G po 15 minut p¥imo na
kulatd, buiitkami porostla skli¢ka ve specidlnim
zafizenl (patrony z umélé hmoty). Diagnosti-
kuje s vysokou zachytnosti do 24 hodin, nedi-
ferencuje vSak variolu od vakciny. Carter (26)
vyuZivé rozdilnych kultivaénich vlastnosti obou

Obr. 1. Specificky fluoreskujici bufiky a bunéénd drt
v seSkrabu spodiny chrdni¢ky po skarifikaci virem vak-
ciny. Pfimd IF metoda. Zvéts. asi 500krdt

vir@i: rist varioly se opoZduje proti vakciné
pfi 36° C, takZe za 24 hodin vidime pouze jed-
notlivé buriky, u vakciny jiZ loZiska bunék.
Kromé& toho virus varioly neroste pfi 41° C,
zatim co virus vakciny vizualizujeme za tuto
dobu jiZ v jednotlivych butikdch. Spojenim obou
postuplt a hledisek miZeme dosdhnout vyscké
citlivosti zadchytu varioly i jeji diferenciace od
vakciny.

Du1e21ty material o dlferen01ac1 nestovmnych
virGt od nékterych vird herpetickych, zejména
herpesu prostého, prindsi studie.GurviCova a
Roihelova (51). Podobné se této otdzky dotyka
povSechné prace Nettera a Lapeyrea (111). Bals
a Caruntu (7) diferencuji neStoviéné viry od
viru varicelly-zosteru.

Infekce vyvolané druhy skupiny Herpesvirus

Diagnosticky interes predstavuji zejména in-
fekce vyvolané virem herpes simplex. V indi-
kovanych situacich vSak pifipada v tvahu
i rychla diagnostika varicelly a zosteru, cyto-
megalické nemoci, popfipadé infekce akciden-
tdlné zplisobené B virem.

Ackoli viru herpes simple x se vénovali
jiZ Weller a Coons (153) pfi popisu nepfimé
IF metody, je sprdvné povaZovat za vychozi
aZ pozdé&jsi studii Lébrunové (81). MoZnosti
diagnostické aplikace IF metody pfimo z pato-
logického materidlu ukézali Biegeleisen a sp.
(16); vySetfovali obsah koZnich a slizni¢nich
1ézi pfi lidském herpesu. Vyluéné slizniéni ma-
teridl primarniho i rekurentniho oparu vy-
Setfoval Griffin (50). Kornedlni infekci ze se-
Skrabu rohovky na sklicko diagnostikoval po-
prvé Kaufman (72), z domécich autorii pak
Benda a sp. (12). S dspéchem byla ovéiena
i moZnost prikazu herpetické infekce v sekc-
nim materidlu (17). VSechny tyto prdce umoz-
nuji diagnoézu, kterd je definitivni, do 2 hodin
po odbéru materidlu. Osvédcila se 1épe — po-
dobné jako u neStoviénych viri — priméa me-
toda barveni (72, 12). Opét je tfeba opirat se
v mikroskopickém néalezu o vizualizaci celych
bunék. Fluoreskujici bezstrukturni masy, vy-
skytujici se zejména v materidlu z koZniho,
resp. slizni¢niho herpesu, je tfeba hodnotit
s obezretnosti. OsvédCilo se nam barvit pato-
logicky materidl kontrastné. Velmi dobré a po-
zitivni zkuSenosti mdme rovnéz z prace, pfi niz
jsme identifikovali (obarvenim mozkovych otis-
k@ z mySi) nové izolaty.

Ze sér nejvhodnéjsi je kralici, ziskané kom-
binovanou infekci o¢ni s nésledujici imunizaci
vysokoaktivniho materidlu, podaného opakova-
né do peritonedlni dutiny (81, 12). Antisérum
k pfipravé konjugdtu mé mit titr aspoil 1:128
(KFR).

IF prikaz varlcelly a zosteru jeSté
neni s definitivni platnosti vypracovan. Vé&tSina
autort, vénujicich se studiim in vitro, pouZivala
nepiimou metodu Wellera a Coonse (153); je-
jich postupy (135, 43, 125) se nijak od zédkladni
prace nelisi. Konjugat k pfimému barveni, pfi-
praveny ze zvifeciho séra (zmiiiuji se Gurvic
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Obr. 2. Mnohojaderné buriky vytvorivsi se v kultuie HeLa
bunék po nizce multiplicitni infekci virem herpes sim-
plex. Fluoreskujici antigen pFevdiné v cytoplazmé.
PFimd IF metoda. Zvét§. asi 500krdt

a Roihel — 51), neni dostatecné specificky
pro obsah tkéifiovych protilatek. Stastn&jsi po-
stup je kratce komentovadn v préaci Balse a Ca-
runtu (7), ktefi pouZivaji ingredienci p¥ipra-
venou z lidskych rekonvalescentnich sér. Je
vSak tfeba upozornit na zkFiZené sérologické
reakce mezi virem herpes simplex a varicella-
zoster. Proto by bylo nezbytné séra — nejlépe
od déti — predem kontrolovat vazbou komple-
mentu s antigenem herpes simplex a ta, ktera
by tyto protilatky obsahovala, vyloudit.

Vyznam rychlé diagnostiky p¥imo z patolo-
gického materidlu predstavuji generalizované
pripady varicelly a zosteru, popfipadé zoste-
rové (fatdlni) encefalitidy. DiileZitost maji i Fid-
ce prichézejici zané&ty plic, vyskytujici se ze-
jména u déti jako komplikace po  varicelle.
Diagnostika t&chto pfipadii vSak zatim jesté&
nebyla ovérena. Pro identifikaci izolati IF me-
todou v8ak jsou vytvoreny dostateCné experi-
mentdlni podklady (135). Je si tfeba jen uvé-
domit, Ze p¥i primoizolaci se virus adaptuje
- pomalu (1—2 i vice tydni).

Pro diagnostiku cytomegalické nemo-
ci je zatim k dispozici pouze jedind, spiSe
teoretickd préace (49).

Akcidentalné prichédzejici potfeba rychlé
diagnostiky B-virov é infekce je pfipravena
k provéreni experimentdlnimi pracemi z naSe-
ho pracovisté (9, 13). NejspiSe miZe pFijit
v uvahu identifikovat izolat (v tkaiové kultu-
fe, v mySim ¢i krdli¢im mozku). RovnéZz miiZe
nastat potfeba diagndzy z mozku Clovéka, kte-
ry zemfiel na akutni encefalomyelitidu. Otisky
z mozku jsou vhodnym materidlem k rychlé
identifikaci viru (provéifeno zejména na my-
Sich).

ZavazZnou skutec¢nosti u B viru je jeho jedno-
strannd antigenni shoda s virem herpes sim-
plex. Proto pti kaZdém odtvodn&ném podezieni
na B virus je nutné vyloucit, Ze nejde o lidsky

herpeticky virus. Toho se d4 dosdhnout pouze
paralelnim vySetFenim s ingrediencemi detegu-
jicimi virus herpes simplex (10]).

Infekce vyvolané adenoviry

Skutecnost, Ze Zadny vychozi materidl z ¢lo-
véka (snad s vyjimkou plic od komplikovanych,
ale ridce prichézejicich pneumonii déti) se
nehodi pro p¥imé vySetieni, je hlavnim diivo-
dem, pro¢ na useku adenovird neexistuje do-
sud koncepce rychlé diagnostiky IF. Jsou vSak
prace, jimiZ je dokdzdna moZnost aplikace ne-
pfimé IF metody pfi experimentdlnim studiu
(19, 120 aj.). P¥Fimou IM metodu u adenovirt
(zejména u typu 14) pouZili k pokustm in
vitro Magureanu a sp. (97).

Diagnosticky vyznam, i kdyZ nikoli primé
diagnostické zaméfeni, maji pouze dvé préce.
Philipson (121) vénoval usili srovnani citli-
vosti plakové techniky s metodou poé&itani fluo-
reskujicich bunék v tkaiiové kultufe. Odecitani
vysledkdi 1ze u adaptovanych kment délat jiZ
za 28 hodin. U neadaptovanych kmend adeno-
vird (pfi izola¢nim pokusu) by obvykle asi
byla tato doba dels$i. JiZ citovani rumunsti au-
tofi (97) se ve své préci pfimlouvaji za to, aby
se pomoci IF realizovalo rychlé skupinové
urceni izoladtd; v tomto piipad& by pak stacilo
kterymkoli typovym antisérem, resp. FITC zna-
Cenym globulinem (nebo smési sér, resp. glo-
bulind k nékolika typlim) identifikovat jakykoli
nové izolovany adenovirus.

Nakazy zpilisobené myxoviry

NejzdvaznéjSi z infekci této skupiny je
chfipka. Za vychozi IF studii s jejim pi-
vodcem se povaZuje prdce Watsonové a Coonse
(152), vykonand na modelu chfipky in ovo.
Metodicky z4vaZné jsou pak dvé prace Liua
(88), ktery studoval patogenezi chfipkové in-
fekce u fretek a prinesl prvni upozornéni o ma-
nifestaci solubilniho antigenu v bunééném jad-
Fe. Témto otdzkdm (i riznym jinym) se pak
vénovala fada autorli, z nichZ nejobjektivné&ji
prokézal tvorbu solubilniho a virového antige-
nu v buiikich telecich ledvin s pomoci anti-S
a anti-V sér Holterman a sp. (62).

Diagnostickou studii z4sadniho vyznamu
predstavuje dalSi prdce Liua (89), zabyvajici
se priitkazem chfipky Al a B v néatérech z bu-
nécéného sedimentu nazilnich vyplachi nemoc-
nych. Autor pouZil pfimou IF metodu a zejména
u chiipky A zjistil pomé&rné vysokou citlivost
proti sérologickému vySetfeni pomoci HIT. Za-
znamenal pouze jeden faleSny vysledek. Svoje
zkuSenosti doplnil a upfesnil ve své pozdé&jsi
préaci (91). Martin a sp. (98) a Hers a Mulder
(58) pak ukéazali na moZnost priikazu asijské
chiipky v patologickém materidlu z fatdlnich
piipadfi. Martin se spolupracovniky jako prvni
prokézal virovy antigen i v makrofdzich a
leukocytech ¢lovéka. Hers (57) ve své studii
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dokédzal moZnost IF priikazu chiipky v epite-
liich ze sputa nemocnych. Ur¢ité nadé&je vzbu-
dily zprédvy Baratawidjaji a sp. (8) a Hinumy
a sp. (60) o moZnosti IF priikazu chfipkového
viru adsorbovaného na ¢ervené krvinky. Zatim
vSak, jak nasvédcuji zkuSenosti Zelenkové
(157) a zejména pak Frailkové a Moravové
(40), neni metoda jeSté tak propracovand, aby
mohla byt zavadéna jiZ nyni do praxe.

Prvni diagnostické zkuSenosti Liuovy prové-
fila v 1étech 1961 —63 Ffada japonskych autori;
skuteénym rozvinutim problematiky v této dobé&
vSak jsou prace BlaSkovice a sp. (18). PFedsta-
vuji dva zdkladni p¥istupy k feSeni rychlé diag-
nostiky v probihajici epidemii ch¥ipky:

Prvni z nich je modifikaci Liuovy techniky
— vySetfuje se v ni ndtér z buné&tného sedi-
mentu vytfepanych nazdlnich stérd (nikoli vy-
plachil). V préci se zdiiraziiuje, Ze diagnostic-
ky vyznam mé& vizualizace morfologicky maélo
zmé&nénych cylindrickych bun&k nazilniho epi-
telu, nikoli vizualizace makrofdgl nebo dege-
nerovanych elementii, kterd miiZe vést k omyl-
nym zdvérlim pro nespecifickou fluorescenci.
Druhy navrZeny postup vyuZivd moZnosti
urychleni identifikace viru b&hem izola&niho
pokusu na kufecim embryu. Fluoreskujicimi
protildtkami se barvi sediment odloupanych
epitelii v plodovych tekutindch.

Potvrzenim praci Blaskovi¢ovych (18) i praci
japonskych autordi, zejména Tatena a sp. (142),
jsou obé& studie Fedové a Zelenkové (38). Au-
torky potvrdily v materidlu z vytéri diagn6zu
chiipky v 63 % jednotlivych p¥ipadd. Virus
z kufecich zdarodka identifikovaly IF metodou
jiZ v prvni pasdZi. Ze zkuSenosti z armadnich
pracovist (40) se navrhuje zjednoduSeny odbér
vySetfovaného materidlu od nemocnych: nétéry
na sklicko se provadéji p¥imo kli¢kou, kterou
lehce seSkrabneme nosni sliznici nemocnych,
ktefi se pfedtim vvsmrkali. Eventudlné p¥itom-
ny mucin je moZno snadno diferencovat od
specificky fluoreskujicich epitelii.

Na nejobsdhlejSim materidlu je pFiméa IF
diagnostika chfipky ovéFena v neddvnych t¥ech
sdélenich Tatena a sp. (143, 144, 145). Japonci
pouZivaji pfimou metodu s konjugéty vyrobe-
nymi z mord&ich antivirovych sér, kterd pripra-
vuji tak, Ze po sérii intranazilnich instilaci
viru aplikuji jesté dalsi ddvku koncentrovaného
viru intraperitonedln&. Séra maji vysoké titry
antihemaglutinind (1:2000—1 :4000) a pfi vy-
Setfeni vazbou komplementu titry anti-S proti-
14tek v rozmezi 1:64—1 : 128, anti-V protildtek
mezi 1:128 a 1:256. V prvnim dil¢im sdé&leni
autofi popisuji a podrobné dokumentuji morfo-
logii fluoreskujicich elementli a stanovuji kri-
téria jeji diagnostické vyznamnosti, specifi¢-
nosti atd. V druhém sdéleni uréuji relaci mezi
imunocytologickymi, sérologickymi a klinicky-
mi nélezy. (Jen pro zajimavost uvedu, Ze po-
moci IF prokazuji 89 % sérologicky ov&fenych
chf¥ipkovych onemocnéni.) Takto vySetfili na
150 pripadi. V poslednim piisp&vku pak upo-
zortuji na mozZnosti rychlé diagnostiky chi¥ipky

protrahované, z o¢niho sekretu a z krevnich
leukocytii.

Zd4 se, Ze posledni prédce japonskych autorii
rozhodnou v otézce, kterou jiZ d¥ive nadhodil
Hers (57), totiZ zda pouZivat sér s obsahem
anti-S i anti-V protildtek, nebo pouze anti-V
protildtek. Excelentni vysledky Tatena a spolu-
pracovniki nabddaji k tomu, aby v praxi se
zlstalo spiSe u smiSenych sér. Nerozhodnutou
otdzkou u chfipky je také uZivani pifimé ¢i ne-
prfimé IF metody. Pfes sugestivni vysledky Ta-
tenovy je tfeba brat v tvahu i studie jinych
autorii, napf. Hinumy a sp. (61), ktefi ukazali
na vyhodnost komplementové techniky nejen
u ch¥ipky, ale i u nékterych jinych myxoviro-
vych infekci.

Problematika IF diagnostiky parainflu-
enzy je pro sviij menSi epidemiologicky vy-
znam pomérné& mdlo rozpracovana. Prvni zmin-
ky jsou v pracich Travera a sp. (1491, Liua
a sp. (92), podrobngjdi tidaje poskytli Zdanov
a sp. (158), Maassab s Lohem (96) a Omar
(117). Praxi nejbliZ8i (pro urychlenou identi-
fikaci izol4tli) je sdé&leni Kashiwazakiho a sp.
(71), vénované relaci IF a hemadsorpéni tech-
niky poéitadni bunék p¥i dokazovani viru Sendai
v tkétiové kultufe.

Podobné je tomu s priikazem onemocnéni vy-
volanych respira¢né syncytidlnim vi-
rem. Prvnimi studiemi jsou prédce Kishe a sp.
(73) a Benneta a Hamreho (14), zédklad pro
urychlenou identifikaci izolatt pFedstavuje sdé-
leni Schielbeho a sp. (130). Na moZnost imuno-
histologického priikazu fatdlnich bronchiolitid
déti s etiologii RSV upozoriiuje studie Shedde-
na a Emeryho (132).

Zavérem kapitoly o myxovirech jest8 zhod-
noceni situace u parotitidy. Ackoli virus
pFiusnic byl prvnim z virovych agens vizuali-
zovanych IF metodou (32) a i pozdé&ji byla pa-
rotickd infekce studovdna in ovo (151a-),
v tkéiiovych kulturdch (151b-, 149, 83) a u opic
(29), neni dosud kromé& neddvné préce Le3Sa
s Va3kebovou (84) publikovdn Zadny piispé-
vek s vyluén& diagnostickou aplikaci. LeSSova
studie ukazuje na moZnost urychlené identifi-
kace viru pfedmnoZeného v kufFecim embryu
pfi izolaénim pokusu, a to Casto i v t&ch pri-
padech, kdy neni evidentni hemaglutinace am-
niovou tekutinou. Zatim pfFedloZend technika
pFedpokldd4 barveni kryotomovych Fezli amni-
ové bldny, takZe je$t& nemiiZeme poditat s jeilm
zavedenim do hyg.-epid. praxe. (V praxi p¥i-
pad4 neispiSe v tvahu kazuistickd diagnostika
parotitickych meningitid.) V Le33ovych pracich
(83, 84) se doporuduje pfim4 metoda s pouZi-
tim konjugédtu pripraveného z krédli¢iho anti-
séra. Vo bR

Spalnitky a rubella

Pres diivéjsi ndlezy Endersovy se za vychozi
IF studii sespalnidkovymvirem povaZuje
prdce Cohenové a sp. (30), v niZ jiZ je — po-
dobné jako v pozdé&j8i praci Toyoshimy a sp.
(148) — ukédzana moZnost diagnostické apli-
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kace (urychleni identifikace izolatdi). Nepfimy
diagnosticky vyznam md i dalSi japonské pra-
ce (112), vénovand imunohistologickému pri-
kazu spalnickového viru v lymfatickych uzli-
nach opic; studie nabada k pouZiti IF metody
k etiologickému objasnéni komplikovanych
(fatdlnich) bronchopneumonii déti spalnicko-
vého plivodu. ZadvaZnym prinosem obou japon-
skych praci (148, 112) je zavedeni opi¢iho anti-
séra misto lidského rekonvalescentniho, a to
pro pfimou i nep¥imou IF metodu.

Pokud se tykd rubelly, byly aZ do nedavna
obtiZe s IF prikazem jejiho ptvodce. Poprvé
se to podatilo Schaefferovi a sp. (129) a Brow-
novi a sp. (22), ktefi uZili ledvinovych primo-
kultur z opic Cercopithecus, resp. bunék konti-
nudlni linie opi¢ich ledvin. Autofi aplikovali
dosaZené vysledky k zavedeni rychlého séro-
logického prikazu rubelly u t€hotnych.

Nakazy vyvolané REO-viry

IF priikaz REO-virli (plakovou technikou)
nejpodrobnéji rozpracovali v tFech pFispévcich
Spendlove a sp. (140, 141). Zejména prvni
z citovanych praci je moZno vyuZit k urychleni
identifikace izolatt.

Vzteklina

Studium IF viru lyssy mélo od zadatku vel-
mi tzky vztah k diagnostické aplikaci. JiZ
prvni prdce Goldwassera a Kisslinga (46, 47)
umoZnily prikaz rabické etiologie v otiscich
z mozkd a slinnych Zlaz podezieljch zvirat.
IF metoda umoZiiovala detekci i v téch piipa-
dech, kde nejsou prokazatelny Negriho inklu-
ze. Autofi pracovali pfimou, nepfimou i kom-
plementovou technikou a pouZivali krali¢i an-
tisérum, resp. z néj ptripraveny znadeny glo-
bulin. Neékteré jejich, zejména diagnostické
zkuSenosti, potvrdili pozdéji McQueen a sp.
(103) a Topleninova (147). NaSe vlastni po-
znatky (64) se zejména véaZou k pouZiti IF
pFi detekci viru v otiscich mozku mySsi v inku-
bacni dob&. VSechny dosavadni vysledky plné
opraviiuji k tvrzeni, Ze lze lyssu diagnostiko-
vat (do 2 hodin) i z patologického materidlu
lidského.

Pocinaje rokem 1960 upfesnila ve svych pra-
cich fada autorti dosavadni znalosti o rozvoiji
virového antigenu v butice in vitro, o relaci
antigennich mas k Negriho téliskim, o varia-
bilité kmend v buné&fné Kkultufe a podobné.
Z témér desitky praci vysoké metodické trov-
né ocituji jen prvni (69) a dvé z novéjSich
(93, 67).

Prakticky vyuZitelnym se stalo zjiSténi, Ze
nepfimou metodou IF lze detegovat antirabic-
ké protildtky u ockovanych (46). Technicky
otdzku pak vypracoval zejména Thomas a sp.
(146) a prakticky provérili Larschova (80) a
Gispen se Saathofem (44), ktefi stanovili relaci
neutralizaénich a IF protilatek. Podle zkuSe-

Obr. 3. Specificky fluoreskujici Negriho inkluze v otisku
z mozku mysky infikované uliénim virem vztekliny.
NepfFimd IF metoda. Z prdce V. Hronovského.
Zvét§. asi 1100krdt

nosti z naSi laboratofe (64) 1ze s vyhodou po-
uZit k této prdaci nejen mozkové mySi otisky,
ale i infikované bunééné kultury.

Z praci vztahujicich se k technologii vyroby
konjugédth je tfeba citovat dvé: Etchebarneovu
a sp. (37), kterd p¥ina3i informace o vyhod-
nosti zna€eni gama-2 globulinové frakce hy-
perimunniho koriského séra a ktera se stala z4-
kladem pro vyrobu komer&ni diagnostické
ingredience na zapadé&, a Nadelovu a Carskiho
(109), v niZ se studuji faktory ovliviiujici bar-
vici intenzitu rabickych imunnich konjugétf.
K pFipravé konjugdtd 1ze v3ak uZit i sér s niz-
S§im neutralizacnim indexem, jaké dosahujeme
napf. u kralikd: NI mezi 1000 a 10000 (137).

Lymfocytarni choriomeningitis

Prvni IF studii s timto virem je prdce Reme-
zova a Topleninové (127), ktefi ovérili pouZiti
nepfimé metody k prikazu viru LCM v expe-
rimentdlné infikovanych buné&&nych kulturdch
a v otiscich z mySich mozkl. Upfesnéni vysled-
ki a doplnéni ndlezy patogenetickymi i doku-
mentaci bylo provedeno naSim pracovistém
(11). P¥imou IF metodu vypracovali pfi studiu
patogeneze LCM Wilsnack a Rowe (155); autofi
pripravili konjugaty z morc¢ich antisér.

Nejlépe je diagnostickd aplikace zFejma
z naSi prdce. Zejména spolehlivy je priikaz
LCM v otiscich z mySich mozk#. Aplikace IF
k méFeni protilatek vyplyva z jeSté nepubliko-
vanych zkuSenosti J. Hotchina a sp. (osobni
sdéleni 1965); za predpokladu dostate€né anti-
genem naplnénych seSkrdbanych bun&k na
sklech a s dobrym znacenym antiglobulinem
lze detegovat i pomé&rné nizké hladiny proti-
latek v lidskych sérech. Reakce IF protilatek
se dynamikou spiSe podobd KFR neZ neutrali-
zac¢nimu testu.
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Nakazy vyvolané arboviry

Prvnim druhem z této velké skupiny pivod-
cli, u néjZ byla aplikovdna metoda IF, je virus
West-Nile (114). Noyesovu préci je moZno po-
vazovat za vychozi, nebot je v ni pouZita pfi-
mé metoda a virus je vizualizovan nejen v tka-
fiovych kulturdch, ale i v mySich orgéanech.
Pozdé&jsi prace s timto virem (nap¥. Kundino-
vy — 76) jsou jiZ aplikacemi prvni klasické
studie.

Po¢inaje rokem 1959 se zacinaji objevovat
dalsi IF studie s ostatnimi arboviry. Nejvice
byly =zatim zpracovavany druhy skupiny B:
virus japonské B encefalitidy (54, 63, 94, 6),
Zluté zimnice (34, 53), encefalitidy Rift Valley
(65, 36), Murray Valley (106) a zejména pak
klistové encefalitidy (1, 2, 41, 6, 94, 95, 77, 87,
138, 119, 133, 134). Do této posledni skupiny
patfi i neddvnd studie s virem omské hemora-
gické horecky (70). Za vychozi studii s arbo-
viry skupiny A je sprdvné povaZovat préaci
Metzgera a sp. (105) s virem VEE, metodicky
zdvaznd je i patogeneticky zaméfend studie
s virem Sindbis (66), pFfibuznym s virem EEE.
Z jinych arbo-skupin je nutné citovat praci
s ptivodcem argentinské hemoragické horecCky
(104), virem horecky Colorado (25) a virem
Tahyra (150).

K pripravé konjugdti pro pf¥imou reakci se
prevdzné doporucuje a pouZiva krdli¢ich imun-
nich sér. VétSina sovétskych autorii v posledni
dob& uZivd pro préaci s viry komplexu Kkli§tové
encefalitidy konjugét z komeré&niho hyperimun-
niho séra koiiského (gamaglobulin].

Nepfimy diagnosticky vyznam maéa vétSina
praci provedenych na tkanovych kulturach:
zejména s virem West-Nile (114), Zluté zimni-
ce (34, 53), japonské B encefalitidy (94), klis-
tové encefalitidy (94, 41, 77 aj.), VEE (105)
a argentinské hemoragické horecky (104).
Pouze diagnostické zaméfeni ma druhd studie
Lvovy (95), kterd jako prvni identifikovala
izolaty viru klistové encefalitidy v kufecich
embryonédlnich burikdch odékovanych krvi ne-
mocnych, a dédle prace Easterdaye a Jaegera
(36), ktefi za kratkou dobu identifikuji izo-
14ty viru Rift Valley encefalitidy. Novy a zda
se pro budoucnost nejperspektivné&jsi zpilisob
zdchytu a identifikace arbovirli a vird viibec
ukazuje ve své neddvné praci Hahon (53), kte-
ry techniku poé&itdni fluoreskujicich buné&k
kombinuje se zesilenim miry adsorpce viru
Zluté zimnice na sklicka s builkami ve spe-
cidlnich patréndch z umé&lé hmoty pomoci cen-
trifugace pfi 15000 obratkdch. Je schopen
diagnostikovat za 24 hodin. Je zajimavé, Ze
pres pomérné velky pocet patogenetickych pra-
ci na mySich se nevZila technika identifikace
arbovirtt z mozkovych otiski. Albrecht tvrdi
(dstni sdé&leni 1965), Ze neni spolehliva.

Vzhledem k tomu, Ze né4s nejvice zajimaji
viry komplexu kli§tové encefalitidy, je tfeba
komentovat jeSté dvé zavaZzné diagnostické
studie, majici navic i obecny vyznam. Prvni
z nich je neddvnéd prdce Kunze (78), ktery se

pokouSi primou metodou IF za uZiti mikro-
fotometrie objektivné vyhodnocovat intenzitu
fluorescence a diferencovat tim mezi sebou
vSechny druhy antigenné pfibuznych vird kom-
plexu kliStové encefalitidy. Reakce se témér
vyrovnd inhibi¢né hemaglutinaénimu testu.
Dalsi praci, kterd ma SirSi koncepCni vyznam,
je neddvna studie Albrechtova (4), rozliSujici
nepfimou metodou s pouZitim morcich antisér
rizné arboviry skupiny B. Autor spolehlivé
odliSuje od viru klistové encefalitidy viry ja-
ponské B encefalitidy, West-Nile horecky, St.
Louis encefalitidy, pomnoZené v Kkufecich em-
bryonéalnich burikdch. Obé studie nejsou dosud
provéieny, ale neni vylouceno, Ze by se mohly
stdt vychodiskem k vypracovani diferencialnt
rychlé diagnostiky v8ech arbovirt.

Enterovirové nakazy

Virus poliomyelitidy prokdzalo pomoci
IF nékolik autordt v pribliZné soucasné dobé
(23, 24, 82, 116). VSichni pouZili nepfimou
metodu, jiZ vizualizovali antigenni masy v cy-
toplasmé a pozdéji i v jaddfe. (Oddo — 116 a
Goldwasser a Shepard — 48) popisuji antigen
vyluéné jen v cytoplazmé. Zejména podrobné
byl sledovdn c¢asovy rozvoj viru v buiice; tyto
otdzky — spolu se shora citovanymi autory —
feSila i fada pozdéjSich praci (99, 100, 85, 59).

Diagnosticky vyznam majl zejména prace
Kaltera a sp. (68) a Hatche a sp. (56), kteri
Fe§ili otdzku typovani izolati pomoci IF bar-
veni natérd verzenovanych bunék. Zavazna je
i experimentdlni studie Kovacse (75), ktery
identifikoval poliovirus v parafinovych Fezech
opi¢i michy. Techniku IF detekce poliomyeli-
tickych protilatek vypracovali Riggs a Brown
(128).

Prvnim modelem ostatnich nepoliomye-
litickych enterovira se stal echovirus
typu 9, ktery v organismu sajicich mySek pro-
kazoval IF Gadecke (42), v opi¢ich ledvino-
vych butikdch pak Dostal a sp. (35). Metodicky
je duleZita patogenetickd prace Rabina a sp.
(124) s virem Coxsackie B 1. ZnaCné obtiZe
byly u Coxsackie viri skupiny A. Larson (79)
pracoval s typem 14 a vyuZival k pripravé ken-
jugatu separovanych protildtek z ascitické te-
kutiny imunizovanych my3i, jimZ byl implanto-
van ascites produkujici nddor. Neddvno navrhli
Zalan a sp. (156) jiny zptisob FeSeni IF prtika-
zu Coxsackie virdi skupiny A: adaptovali Fadu
prototypovych kmen@t k lidskym amniovym
buitkdm a infekénimi tekutinami pak imuni-
zovali kraliky. Krali¢i séra lze pouZit v ne-
pifimé IF reakci k rychlé identifikaci izolatd
(na sajicich mySkéach), jak jiZ dfive to ukazali
u Coxsackie virti skupiny B a u echovirt podle
vzoru poliomyelitidy Shaw a sp. (131) a pak
i Hatch (55), Page se Stulbergem (118) a jini.
NejzdvaznéjSi z téchto studil je prvni (131),
v niZ bylo k identifikaci virl pouZito Sesti
smési antisér, celkem proti 25 riznym proto-
typim. -

Nejkomplexnéji se pokusili ve svych pFispév-
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cich vypracovat rychlou diagnostiku enterovi-
ri (poliovird, Coxsackie virti skupiny B a echo-
viru typu 9) Brown (21) a Riggs s Brownem
(128). K identifikaci virti (v seSkrdbanych buii-
kach) pouZivaji pfimou metodu (konjugaty
z krali¢ich antisér).

Zatim tedy neni jeSté navrZeno schéma rych-
lé identifikace skute¢né vSech typa enterovird.
Metodicky vSak je otdzka jiZ pripravena. Beze-
sporné je, Ze metodou volby je pouZiti krali-
¢ich antisér, a to asi i u virG Coxsackie sku-
piny A.

Zavéry

V soucasné dobé je (podle svétové literatu-
ry) vypracovan IF prlkaz vétSiny anim&lnich
virovych infekci. Vyjimku c¢ini zatim pouze
lidska hepatitida, ndkazy zplisobené rhinoviry
a virem encefalomyokarditidy. Diagnostickée
aplikace stavajicich postupll vSak jeSté nejsou
plné vyuZity a vymezeny. ,

V naSich podminkéach je nezbytné ovladnout
(reprodukovat a ddle rozvinout) pfedevSim
pripravu sér a konjugéti pro primou IF re-
akci. Na zdkladé zkuSenosti je pak tfeba vy-
pracovat pokud moZno jednotné navody pro
diagnostiku jednotlivych infekci, resp. jejich
skupin, at pfimou nebo nepfimou IF technikou.
Za perspektivni je moZno povazZovat postup na-
vrzeny Hahonem (52, 53). RovnéZ je tfeba vé-
novat pozornost IF detekci protilatek.

Souhrn

V predloZené druhé ¢asti souborné prace je
ukdzdno na soucCasné i perspektivni moZnosti
rychlé imunofluorescenéni diagnostiky vétSiny
lidskych virovych infekci. Zatim ma metoda
nejvétsi vyznam pii diagnostice varioly, chfip-
ky, herpesu a lyssy.
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