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Rickettsie

Ué¢innost metody imunofluorescence (IF) pro
rickettsialni antigeny prokéazal jiZ Coons a spol.
(1950) na modelu epidemického tyfu a horec-
ky Skalistych hor. Roberts a Downs (1959)
s vyhodou aplikovali pfimou metodu IF k vi-
Zualizaci dalSi rickettsie a studovali rdst C.
burneti v mySich a kufecich fibroblastech.
Burgdorfer a Lackman (1960) konali své po-
kusy s pGvodcem horeCky Skalistych hor na
experimentalné infikovanych KkliStatech Der-
macentor andersoni. Pozitivni nilez R. rickett-
sii pomoci pFimé metody IF ziskali u 90 %
nakaZenych zvirat proti kontrolnim izolaénim
pokusiim, které byly usp&sné ve 100 %. V na-
sledujicich létech pocali pouZivat vyhradné IF
k prikazu u prirozené nakaZenych kliStat z en-
demickych oblasti, u nichZz Burgdorfer (1965)
uvadi timto zphsobem zji§ténou aZ 90% pro-
morenost. Toto Cislo je podstatné vyssi, neZ
pocty pozitivnich ndlezii obvykle zjiStovanych
u prirozené infikovanych kliStat klasickou me-
todou. Podobné pokusy provedli Shepard a
Goldwasser (1960) jak na experimentdlné& na-
kaZenych kliStatech Dermacentor andersoni,
tak na kliStatech odchycenych v oblastech
s vysokym vyskytem infekce. Pracovali rovnéz
prfimou metodou IF. U experimentalné infikova-
nych jedincd byl nédlez metodou IF jen nepa-
trné vyssi proti izolaCnim pokusim a u kliStat
Z terénu byly pocty pozitivnich stejné ob&ma
metodami. V hodnoceni IF zaujimaji autofi kri-
ticky postoj a upozorinuji, Ze nelze oCekavat
zjisténi malého mnoZstvi rickettsii. Podle nich
je podminkou dspéchu pomérné vysoka kon-
centrace antigenu. Pravé pro tuto skuteCnost
je dobfe moZny i prikaz R. prowazeki u infi-
kovanych vS8i (Zdrodovskij a Sokolov 1965).

V poslednich letech Ffada praci referuje
0 uspésSné aplikaci IF pfi zjiStovani rickett-
sidlnich antigenii v tekutindch a tkénich infi-
kovanych makroorganismi. Goldin (1961) re-
feruje o rychlém priikazu ojedinélych koxiel
v natérech z Krve a orgdni laboratornich zvi-
rat opracovanych primou metodou IF. Goldin
a Amosenkova (1961) v dalSi praci uvadeéji,
Ze.v natérech z krve experimentilné infikova-
nych mys$i je moZno zjistit koxiely v koncen-
traci ne niZ$i neZ 2 > 106/ml. Rickettsie leZi
na povrchu erytrocytii. Podobny obraz ziskali
i pti vySetfovani Q-horecky u lidi. Ve sleziné
a orgdnech mySi lze prokdzat koxiely 3. aZ
5. den po inokulaci.

K odlisSnym zdvérim dospély Balajeva a Ni-
kolskaja (1962), které studovaly moZnost pri-
kazu R. prowazeki v krvi experimentdlné naka-
Zenych mysi a morcat. Zjistily, Ze u my3i ma-
sivné infikovanych intraperitonedlné& nebo in-

travenozné lze rickettsie jen velmi obtiZné
v krvi demonstrovat, a to pouze nékolik maélo
minut po inokulaci. U pokusné nakaZenych
morcat se nepodarilo mikroskopicky rickettsie
prokdzat ani v koncentrované plazmé, ani
v erytrocytech. Usuzuji, Ze i u lidi je velmi
mala pravdépodobnost mikroskopického za-
chytu rickettsii. V pokusech s defibrovanou
krali¢i krvi byla citlivost biologického testu
proti IF prikazu o dva fady vyssi.

LesSSo a Brezina (1964) srovnali ve své préci
aCinnost metod IF, klasického barveni a bio-
logického pokusu u morcat a mySi experimen-
talné infikovanych vysoce a malo virulentnim
kmenem C. burneti. Pracovali pfimou metodou
s konjugaty pripravovanymi ze sér imunizova-
nych krdlikd. Autofi dosli k zavéru, Ze diikaz
koxiel v organech zvirat se dari vyhradné po-
moci konjugatli obsahujicich protilatky vuci
fazi 1. IF metoda je pro priikkaz koxiel v orga-
nech zvirat citlivéjsi nez klasické barvici me-
tody a rychlejSi neZ izola¢ni pokus. Naproti
tomu izolacni a titrac¢ni pokus je podstatné
citlivéjsi neZz IF prikaz. Citlivost IF metody
je znacCné ovlivilovdna virulenci kmene. De-
tekce virulentnich kmenli je snadnéjsi.

Vedle prace Robertsové a Downse (1959},
studujicich riist C. burneti v mysSich a kufe-
cich fibroblastech, sledoval Krasnik (1963)
mnoZeni R. prowazeki metodou IF v kulturdch
morcecich epitelidlnich bunék. MnoZeni ric-
kettsii mohl prok&azat jiZ po 5 hodindch. Autor
se domnivd, Ze kombinace tkaiovych kultur
s IF metodou by predstavovala schiidnou cestu
k rychlé diagnostice rickettsidlnich infekci.

Prehled uvedenych sdéleni predevSim pie-
svédCivé potvrzuje, Ze imunofluorescence je
u rickettsii prakticky pouZitelnd. Patrna je
vSak rozdilnost ndzorti v Kkritickém pfistupu
k dosaZenym vysledkiim. Tato skutecCnost je
dana nejen individualitou autord, ale ve znac-
né mife metodickou nestandardnosti vyplyva-
jici z rGzné kvality konjugétd, piipravy a pii-
vodu imunnich sér a v neposledni fadé i po-
uZitého fluorescen¢niho mikroskopu.

V imunofluorescenci zaujimd obecné vy-
znamné misto otdzka p¥ipravy vhodnych imun-
nich sér. Této problematiky se vSak dotyka
bezprostfedné jen prace LeSSa a Breziny (1964)
u C. burneti a sdéleni Goldinovo (1965). Jejich
zkuSenosti je moZno shrnout do dvou zisad:
imunizaci kraliki je nutné zahé&jit Zivym kme-
nem a doimunizovat inaktivovanym antigenem,
a pokud jde o C. burneti, pak pouZity kmen
musi byt ve fazi 1. Aktudlnost pripravy kvalit-
niho imunniho séra je didna u rickettsii sku-
tetnosti, Ze jejich vizualizace pomoci piimé
metody je povaZovana za vyhodné&jsi.

Pri hodnoceni vlastni fluorescence hraje
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znacnou roli pouZity mikroskop. ZkuSenosti
ukéazaly, Ze sovétsky typ ML-2, majici svrchni
osvétleni, poskytuje pfi uZiti imerzniho objek-
tivu mimoradny svételny efekt, coZ umoZiiuje
dostatecnou intenzitu fluorescence i pii po-
uZiti bud slabSich nebo vice Fedénych konju-
gatl a sér. Takovy vysledek nedavaji mikro-
skopy jinych znacek, majici spodni osvét-
leni, u nichZ naopak intenzita fluorescence
klesd s pouZitim silnéjSich objektivi.

Provéreni literdrnich tdaji vlastnimi poku-
sy ukéazalo, Ze rickettsie jsou imunofluores-
cenci bezpecné prokazatelné teprve tehdy, je-li
jich v prohliZeném substrité dostate¢né mnoz-
stvi. Vzhledem k této skuteCnosti je moZno
souhlasit se zavérem, Ze izolacni pokus je
rozhodné& metodou citlivéjSi. Na druhé strané
tam, kde je moZno ocekdvat v primomaterii-
lech znac¢né kvantum infekéniho agens (vsi,
kliStata), je imunofluorescence metodou bez-
prostfedni a rychlé diagnostiky. Jinak je tfeba
pocitat s kultivacnim pfedmnoZenim na citli-
vém zvireti, kufecim zarodku, popiipadé tka-
nové kulture. Ve svétle téchto poznatkd po-
suzujeme skepticky prace prosazujici primy
imunofluorescen¢ni prikaz rickettsii v Kkrvi
nemocnych lidi nebo experimentdlné infikova-
nych zvifat. V pokusech, které jsme sami pro-
vedli, jsme v téchto prfipadech obdrZeli vzdy
negativni vysledky.

V literature o imunofluorescenci u rickettsii
neni vénovana prakticky Zddnd pozornost ne-
specifické fluorescenci nékterych bunécnych
elementli. ZkuSenosti ndm ukézaly, Ze pravé
tento problém miiZe byt velmi aktudlni pii zjis-
tovani rickettsii v tak patogeneticky vyznam-
nych orgéanech, jako jsou slezina, plice, lym-
fatické uzliny, kostni dfeti apod. (Cerva 1965).
NejmenSi nebezpeci nespecifické fluorescence
bunécnych elementli poskytuji preparaty ze
Zloutkového vaku a tkarovych kultur. Za ne-
zbytnou zasadu vSak je tfeba povaZovat vysy-
covdni konjugdtd vhodnym tkailovym homo-
gendtem, ktery dokaZe podstatné sniZit nespe-
cifické prisvécovani. U otiskli a fezli z orgént
je kromé& toho moZné pouZit s vyhodou kon-
trastniho dobarveni lisamin-rhodaminem 200,
konjugovanym na hovézi, popfipadé jiny albu-
min (Smith a spol. 1959, Franék 1965).

Bedsonie

Prvni zprava o vyuZitl IF u mikroorganismi
skupiny Bedsonia pochézi z r. 1955, kdy Buck-
ly, Whitny a Rapp (1955) publikovali vysledky
studia mnoZeni plvodce psitakézy v kultuie
mySich embryondlnich jaternich bunék. Detek-
ce byla uspé&Sna teprve po infikovdni bunék
vétSim mnoZstvim infek&niho agens. MoZnosti
uspéSného imunofluorescenc¢niho priikazu psi-
tak6zového viru, mnoZeného na tkéaiiové kul-
tufe, vyuZili Hahon a Nakamura (1904) k vy-
pracovéani titracni metody, kterou pozdéji Ha-
hon a Cooke (1965) uplatnili u neutralizac¢ni-
ho testu provadéného na tkaiiovych kulturach.
Citlivost této metody se ukézala vétSi oproti
klasickému testu uskuteCiiovanému na mySich.

Donaldson a spol. (1958) uZil pfimé IF metody
s konjugovanym krocanim sérem pro detekci
viru ornitézy v explantdtech buné&k Zloutkového
vaku, oCkovanych materidlem z kloaky a tra-
chee krocana. Celkova efektivnost popsané vy-
Setfovaci metody je stejnd jako u neprimé
KFR. Zelenkovd a Strauss (1963) provérovali
diagnostickou hodnotu p¥imého prtikazu orni-
tozy na organovych otiscich, vyuZivajice primé
i nepfimé metody IF. Po ziskadni experimental-
nich zkuSenosti uplatnili uvedenou metodiku
pfi vySetfovani latentn& nakaZenych kachen na
otiscich ze slezin. U tohoto materidlu uvadéji
asi o 30 % vySsi citlivost IF proti nep¥imé KFR.
Ross a Borman (1963) se snaZili pFedevsim
o vyuZiti IF k priikazu sérovych protilatek.
Srovnanim IF, inhibice hemaglutinace a KFR
dosli k zavéru, Ze IF leZi svou citlivosti mezi
HI a KFR. Tokarevi¢, Krasnik a Goldin (1963)
zjistili, Ze IF umoZiiuje prokazat kompletni
i nekompletni protildtky a sjednocuje tak diag-
nostické mozZnosti KFR a IKFR. Goldin a Kras-
nik (1963) prokéazali, Ze séra rekonvalescent-
nich holubfi, obsahujici nekompletni protilat-
Ky, maji vé&tsi koncentraci bilkovin, vé&etn&
gamaglobulinu a konjugédty z nich pripravené
maji nékolikandsobné& vyssi ti¢innost nez konju-
gaty pouze s kompletnimi protildtkami. Serbé-
zov a spol. (1965) referuji o vhodnosti antisér
proti virovému zmetédni ovci pro imunofluores-
cen¢ni studia agens skupiny Bedsonia. PFimym
konjugatem pripravenym z ov&iho séra byli
schopni prokdzat ptivodce ornitdézy v buiikdch
tkariovych kultur a organovych otiscich ze zvi-
Fat experimentdlné i pfirozené& infikovanych.
Imunofluorescence u mikroorganismf u sku-
piny Bedsonia je charakterizovdna rfadou pro-
blémt shodnych s t&€mi, o nichZ jsme se zminili
jiZ u rickettsii. V prvni fadé je tfeba uvést
otdzku imunniho séra. Z vlastnich zku3enosti
miiZeme potvrdit, Ze nejvyhodng&j3i jsou imunni
ptaci séra, pouZivanad predevSsim pro pFimou
metodu (Donaldson a spol. 1958, Ross a Bor-
man 1963, Goldin a Krasnik 1963). Nejlépe se
nam osvédcCilo sérum imunizovanych kohoutd
s vysokym titrem inkompletnich protilatek. Po-
tvrdili jsme tak zjiSténi Goldina a Krasnika
(1963) o vztahu nekompletnich protilatek
k tzv. avidité séra. Pro nepfimou metodu jsou
pouZitelnd rekonvalescentni séra nemocnych
s vysokym titrem KF protildtek. Stejn& jako
rickettsie musi se i Bedsonie vyskytovat v pro-
hliZeném substrdaté ve vétSim mnoZstvi, aby
byly prokazatelné imunofluorescenct. Z tohoto
hlediska je moZné povaZovat za nadéjny k pri-
mé diagnostice z primomateridlu napf. priikaz
pivodce trachomu ve spojivkovém seSkrabu
(Nichols a McComb, 1962). Mnohem choulos-
tivéjsi je diagnostika v otiskovych preparatech
z jater a slezin ptdkd, zejména latentné infi-
kovanych, kdy organy obsahuji relativné malé
mnoZstvi agens a navic byva specifickd fluo-
rescence ruSena nespecifickym svicenim né-
kterych druhtG bunék. Plati tedy i u Bedsonil
v imunofluorescentni diagnostice zdsada pred-
mnoZeni na citlivém zvifeti nebo kufecim z3-
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rodku. S vyhodou 1ze pouZit potom otiskli nebo
fezlt z mySiho mozku moribundnich, poptipadé
Cerstvé uhynulych mysi, kde minim4lni prisvé-
covdni pozadi neru$Si vyraznou specifickou
fluorescenci rtiznych, intraceluldrné uloZenych
vyvojovych stddii Bedsonii. U otisku ze Zlout-
kovych vakidl je moZno pocitat s masovym vy-
skytem dobfe sviticich elementdrnich télisek.

Pokud jde o sérologickou diagnostiku, pova-
Zujeme za nadéjné prdace Hahona a Nakamury
(1964) a Hahona a Cookese (1965), jimZ se
podafilo uplatnénim imunofluorescence u ne-
utraliza¢niho testu provddéného na tkéarovych
kulturdch zcitlivit tuto sérologickou reakci.
Pokus nahradit komplement fixaci s lidskym
rekonvalescentnim sérem nepfimou metodou
IF se v naSich pokusech uké&zal neredlny.
K lspéSné sérologické diferenciaci trachomo-
vych kmenti od ostatnich prislu$nikid skupiny
Bedsonia pouZili imunofluorescence Katzenel-
son a Bernkopf (1965).
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