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NEPRIMY FLUORESCENCNI TEST PRO LUES
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Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrcbiologie v Praze

V sérologii lues stoji dnes v popredi zdjmu
fluorescentni test pro detekci syfilitickych
protilatek v séru pacienta (FTAT). Byl zaveden
a rozpracovdn Deaconem (1957) a bylo o ném
publikovdno mnoho praci v odborném tisku.
Udaje o jeho vyznamu pro diagnostiku jsou
vSak cCasto protichtidné. Pfi¢inou je okolnost,
Ze nezname antigenni strukturu treponem a
tedy ani povahu protilatek, které se FTAT
ucastni. Kromé toho je vSak zdvazZnéa i technika
provedeni testu a technické rozdily pak mohou
byt pri¢inou rozlicného nédzoru na jeho hod-
notu.

PrevdZnd vétSina autor@i pouZivd jako anti-
gen Nicholsiiv patogenni kmen Treponema pal-
lidum. Kirdly a Jobbagy (19) uZivaji kmen bu-
dapestsky, Covert a spol. (4), Kent a spol. (18],
Poetschke (31) a Pillot (32) uZivaji tzv. Reite-
rovy treponemy se stejnymi vysledky. Deacon
a Hunter vSak soudi, Ze podobnost téchto tre-
ponem je ddna jediné pritomnosti nespecific-
kého antigenu spole¢ného i s ostatnimi sapro-
fytickymi treponemami (16). Reakce priroze-
nych protildtek proti témto antigentim pak po-
vazuji za zdroj faleSné pozitivnich vysledkd,
a proto vysycuji vySetfovand séra suspenzi
Reiterovy treponemy.

Kultivacnim organismem je kralik, z jehoZ

varlat je po vzniku viditelné orchitidy 8. aZ
12. den po inokulaci izolovdn antigen stejnym
zplisobem jako pro TPI test podle Nelsona (25,
26). Mnoho autorl izoluje antigen do fyziolo-
gického roztoku nebo do pufrovaného fyzio-
logického roztoku (12, 19, 29). Nékteii izoluji
treponemy do média pro TPI test s piisadou
penicilinu a streptomycinu (18), jini popisuji
pfipravu antigenu v 5% dimethylsulfoxidu
s 10% norm&lnim krali¢im sérem ve fyziolo-
gickém roztoku (21) za tcelem ochrany trepo-
nem pri zmraZeni a k ziskdni brilantni fluo-
rescence. PFisada 0,002% NaClO mé& slouZit
k zvy3Seni prilnavosti treponem ke sklu pfi zho-
tovovédni nétéru. Prisuzuje se mu rovnéz
ochranny vyznam pfed zménou morfologie
treponem a jejich aglutinaci.

K odstranéni hrubého tkaiiového detritu,
spermii a krvinek se uZiv4d jednak jednoduché
centrifugace pfi 1000—2000 G, jednak dvoji aZ
troji frakcionované centrifugace (11, 12, 19,
21, 29). V antigenni suspenzi nesmi byt Zddné
balastni hmoty, tkdriovd drt ani bilkoviny, ne-
bot u mikroskopu ML 2 intenzivné& prisvécuji
na pozadi a rusi tak vzhled zorného pole pre-
paratu. PoZadované pocCty organismu v zorném
poli se rizni podle typu mikroskopu a zpiso-
bu préace, fddové vSak odpovidaji desitkdm pfi
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suchém zvétSeni 450krét, tj. asi 106 organismi
v 1 ml suspenze (5, 9, 10, 12, 13, 18, 19, 21,
22, 26, 27).

Na uchovéni treponem jsou odliSné néazory.
Bylo popsdno dlouhodobé skladovani pri
+4° C bez konzervaénich ¢inidel za sterilnich
podminek (5, 12, 13, 29) s merthiolatem p¥i
+4° C (19, 27), ve zmrzlém stavu pfi —20° C
(9 aj.) a —65° C s konzervacénimi latkami (21)
nebo v lyofilizovaném stavu (6, 9, 10, 13, 24).
Nielsen a spol. (29) a Kent a spol. (18) se
shodné& vyjadruji o zmrazenych a lyofilizova-
nych treponemdéch jako o antigenu s méné jas-
nou svitivosti.

Podstatné se rizni ndzory na barvitelnost
treponem, popripadé na schopnost reagovat se
specifickymi protildtkami v rizném intervalu
od jejich izolace z varlat. Zatimco Metzger a
nékteri dalSi popisuji nebarvitelnost d&erstvé
izolovanych organismiéi do 6 hodin po izolaci
(19, 22), uZivaji jini autofi bezprostfedné pfi-
pravenych suspenzi se stejnym vysledkem (5,
17, 21, 29).

Mezi riznymi fixaénimi prostifedky pievlada
uzZivani acetonu, i kdyZ jsou autofi, ktefri vidéli
po takové fixaci méné jasny obraz (29). Né&-
ktefi fixuji natéry jen teplem 45° C (17) nebo
56° C (19), jini chladem ve smési aceton-suchy
led (21). Sami jsme srovnali razné fixacni
prostfedky (aceton, etanol, 4% formaldehyd,
teplo) a aceton se ndm jevi jako nejlepsi
z nich. Na rozdil od tdaji Borela a Niela (1,
27) jsme nespattili poruSeni morfologie.

O uchovéni fixovaného antigenu na skle se
zmifluje nékolik praci (9, 13, 17), nékterym
se ale naopak nepodatilo fixované natéry ucho-
vat (27). Kirdly a Jobb4dgy sdéluji (19), Ze
fixované preparéaty se po skladovani barvi hife
neZ cerstvé.

Fluorescen¢nim testem Ilze zjiStovat proti-
ldtky v séru, plazmé i mozkomiSnim moku.
Lehk4d bakteridlni kontaminace neni na zéva-
du a ani bé&Znéd antiseptika nezhorSuji pribéh
reakce (27, 29). Séra se vétSinou inaktivuji po-
dobné jako pro ostatni sérologické reakce:
30 minut p#i 56° C nebo se reinaktivuji 10 mi-
nut p¥i 56° C.

Naprosto z&sadni vyznam mé& podle litera-
tury i podle naSich zkuSenosti zplisob &teni a
hodnoceni intenzity fluorescence a stanoveni
kritického rozhrani mezi negativitou a poziti-
vitou pri postupném zFedovdni zkoumaného
séra. Deaconovy préace z let 1957 a 1960, po-
zdéji i americké standardni ndvody (13) a
desitky praci, které na né navazovaly, hodnoti
intenzitu fluorescence v riznych fedénich séra
jednim aZ c&tyFmi k¥FiZky. Jako konecény titr
(endpoint) séra hodnoti vesmés Fedéni. které
ddvd dvoukfiZkovou fluorescenci. Vyjimecné
postaveni mé& prace Niela a Fribourg-Blanca
(28), kteri jako konecny titr séra hodnoti
rFedéni s jednokiiZkovou fluorescenci. Stejné
vyznamné je i Fedéni, které urcuje rozhrani
mezi pozitivnim a negativnim vysledkem fluo-
rescenéniho vySetfeni. V publikovanych pra-
cich neni v tomto ohledu shody. Deacon

od ptvodniho fedéni 1:5 preSel k fedéni
1:200 a k provadéni kvantitativniho testu
(5, 6, 33). Shodné s nim povaZzuji fedéni 1 : 200
za hrani¢ni hodnotu Nielsen a Idste (29), Kent
a spol. (18) Wilkinson a spol. (37) a jini. Na-
proti tomu Borel urcoval jako hrani¢ni fedéni
1:10 (1), Gronspiron 1:30, Kirdly 1:50 (19),
Leibowitz a Fife 1:100 (10, 21).

Prace americkych a zapadoevropskych auto-
ri jsou zaloZeny pievazné na uZiti komercénich
konjugovanych antiglobulinti. Jsou to kozi (5,
21), koriské (6) nebo krali¢i antihuménni glo-
buliny konjugované s fluoresceinizothiocyana-
tem (FITC). Mnoho autort popisuje také pfi-
pravu vlastniho konjugédtu (2, 5, 8, 14, 15, 19,
22, 29). Deacon a Hunter (7) vysycuji konju-
gdaty kostni difeni, Kirdly (19) a Goldwasser (14)
jaternim prdSkem, zatimco ostatni povaZuji
filtraci na sloupci Sephadexového gelu za do-
staCujici pro odstranéni nespecifické fluores-
cence (8, 16, 22, 29, 35). Témto otdzkam se
vénuji hlavné autofi pracujici s pfimym fluo-
rescenénim testem (17 a jini). Zasobni konju-
gat byva vétSinou lyofilizovdn a po rozpusténi
skladovan pri +4° C. Né&kteii jej v8ak uchova-
vaji ve formé& roztoku zmrzly pfi —20° C.
Redéni konjugatu ve fosfatovém pufru s 2 %
Tweenu 80 se sice popisuje v plivodnich pra-
cich (5, 6, 10, 13), avSak Nielsen a Idsoe
v rozsdhlém rozboru FTAT (29) shleddvaji jeho
vyznam nejasnym.

Vlastni zkuSenosti

V na$i laborato¥i provadime FTAT od listo-
padu 1965. Do kvétna 1966 jsme vySetFili cel-
kem 224 séra, z toho 204 sérologicky pozitivni.
Vychazime z metodiky navrZené Deaconem
a spol. (5), kterou jsme si ponékud upravili.

PouZivdme Nicholstiv kmen Treponema pal-
lidum pasdZovany na kr4li¢ich varlatech. Sus-
penzi pripravujeme podle Weberschinkeho a
Kittnara (36). K odstranéni tkdriového detritu
se osvédcila diferencidlni centrifugace 10 mi-
nut pii 800 G a zahu$téni treponemové sus-
penze pii 9000 G. Resuspendovdnim ve fosfa-
tovém pufru o pH 7,2 do mnoZstvi 15—20 orga-
nismit v zorném poli p¥i zvétSeni 720krat jsme
ziskali antigen vhodny k zhotovovdni néatéri.
Uchovavame jej p¥i +4° C bez pfidani konzer-
vatnich &inidel, po dobu 3 i vice tydnid. Ne-
osvéddilo se ndm pouZiti treponem lyofilizova-
nych laboratornim lyofilizaénim p¥istrojem.
Naproti tomu vhodny byl antigen zmrazeny a
skladovany pii —20° C. Po opakovaném roz-
mrazeni vSak dochdzi k destrukci treponem.
UZivali jsme i bezprostfedné pfripravené sus-
penze a nepozorovali jsme pFitom ubytek
svitivosti.

Z literatury i z vlastnich zkuSenosti jsme se
presvéddili o zdkladnim vyznamu kvality kon-
jugovanych antiglobulint. Pfipravili jsme si
proto dva vlastni krali¢i antilidské s FITC kon-
jugované globuliny podle Sokola a spol. (34)
a srovnali jejich vlastnosti s dvéma komerc-
nimi konjugaty: Fluorescein — Conjugated
Rabbit Antiserum Globulin vs. Human Serum
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Vizorek ug FITC Pocet molekul FITC Precipit. titr Nejcastéjsi
mg bilkoviny na 1 molekulu bilkoviny konjugitu s»staining titer
I 4,6 1,98 10 000 10
11 15,0 6,40 10 000 20
I 18,4 7,86 5 000 10
v 22,8 9,76 3000 konc, —10
Tabulka 1. Charakteristika konjugdtii. I — Microbiological Associates INC., II - vlastni, II1I - vlastni, IV - USOL
Skupina FTAT BWR Kolm Kahn VDRL
5
PRIMARIA Bl w0y | Tl sas% | 2| 833% |3 e1s% 3| 100%
LATENS 81 929 M 59 n 9% 81 e66% %2 92,5 %
LUES
1 16
CONGENITA o1 | 524% | 37| 666% | o | 80:0% | 31| 5249 201 952%
23 26
OSTATNI S 899 | 23| 8o | 35| 2% |34 8% | 39| 100%
NESPECIFICKE 3 o | 14 o | .2 o |13 o | 22 °
E DIAGNOZY se | 1,5% | on | 538% | 3] 166% | 22| 50.0% | 22| 87.6%
NEZNAME dg. a DEPISTAZE 220 2829% | 30| 384% | 32| 460% | 33| s7.6% ol 857%
i 0 0 0 0 0
ZDRAVI LIDE ol 0 |0 0 0] o ol 0 || 0

Tabulka 2. Piehled vySetienych sér a srovndni FTAT s ostatnimi séroreakcemi

Globulin, Microbiological Associates INC. a
krali¢i antilidsky FITC znaceny antiglobulin,
USOL. Tab. 1. Vzorek I. m&l nazelenaly typ
fluorescence, ktery byl méné kontrastni neZ
u ostatnich vzorkli a pro naSe potfeby tedy
méné vhodny. Vzorek IV. pro velké mnoZstvi
vazaného FITC silné barvil pozadi preparatu
a ulpival na skle. Také jeho precipitacni titr
byl velmi nizky. Jako nejvyhodné&jsi se ndm
z téchto diivodi jevil vlastni vzorek €. II.

Pozitivni luetickd séra jsme pred provede-
nim FTAT inaktivovali 30 minut pii 56° C
nebo reinaktivovali 10 minut p¥i 56° C. Skla-
dovali jsme je zmrzld pfi —20° C. Kontrolni
pozitivni a negativni séra byla standardizovdna
se znamymi antigeny a konjugity boxovou
titraci.

Provedeni FTAT. Na dokonale Cista a odmas-
ténd podloZzni skla jsme oznac€ili 6 krouzkid
o priméru 5 mm a do kaZdého z nich nakapali
mikropipetou 0,003 ml antigenni suspenze. Po
zaschnuti jsme néatéry fixovali 10 minut v ace-
tonu, potom je 10 minut koupali ve fosfadtovém
pufru a 30 minut v destilované vodé. Na fixo-
vané natéry jsme aplikovali po 0,005 ml vy-
Setfovaného séra v 6 Fedénich: 1 :10, 50, 100,
200, 400 a 800 a inkubovali je pri pokojové
teploté 30 minut ve vlhké komirce. Poté byly
preparaty opét omyty v pufru (10 minut) a
destilované vodé (30 minut). Vytitrovany anti-

lidsky konjugéat se aplikuje ve stejném mnoZ-
stvi jako vySetfovana séra. Tento ,barvici titr“
(staining-titer) je urcovan pfed kaZdym poku-
sem pro konjugadt redény dvojkovou Fadou
s kontrolnim pozitivhim sérem. UZivame
o 1 stupeil niZsi Fedéni neZ je to, v némZ je
posledni CtyrkfiZkovad fluorescence. NA&téry
s nakapanym konjugadtem inkubujeme opét
30 minut ve vlhké komirce a potom je opla-
chujeme 10 minut pufrem a 30 minut destilo-
vanou vodou. Toto zavéretné koupani néatéru
je moZno prodlouZit i pfes noc pfi +4° C bez
negativniho ovlivnéni vysledku. Vlhké prepa-
raty montujeme do pufrovaného glycerinu. Po-
vaZujeme to za rozhodujici pro kvalitu obrazu
v zorném poli mikroskopu ML 2 za pouZiti
imerzniho objektivu i pro uchovani preparati
k pozdéjSimu prohliZeni. Vysledky odecitame
na fluorescentnim mikroskopu ML 2 s vyboj-
kou DRS-250, excitaénimi filtry BS 8-2, SS 15-2
a S3S 7-2, zédbrannym filtrem ¢. 2, imerznim
objektivem 90 a okuldrem 8. VSichni autofi se
v literatufe shoduji v hodnoceni vyznamné tlo-
hy optického systému pro kvalitu fluorescence.
Na zéakladé srovnani s mikroskopy Leitz-Wetz-
lar (vybojka Philips CS 150, excitacni filtr BG
12, zdbranny filtr Zluty bez oznaceni, konden-
zor D 0,80 pro suchy zastin, objektiv 25, okular
12) a Reichert — Zetopan (vybojka HBO 200,
excitacni filtr E 3, BG 12, zabranny filtr GG
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9/1 a OG 1/1,5, kondenzor UV 1,4, objektiv 45
a okular 12,5) jsme dosli k zadvéru, Ze mikro-
skop ML 2 je velmi vhodny k FTAT, a to pre-
devSim pro velké soustfedéni UV-svétla ob-
jektivem na malou plochu preparidtu a pro
moZnost velkého zvétSeni imerzi.

Fluorescenci hodnotime jednim aZ CcCtyfmi
k¥iZky. Z naSich zkuSenosti pfi vySe popsané
metodé vyplynula nutnost oznacovat za prav-
dépodobné pozitivni takové sérum, které po-
skytuje nejméné& dvouk¥iZkovou fluorescenci
od titru 1:100 vySe. Sestava kontrol u kaZdého
pokusu je tato:

1. pozitivni kontrola se zndmym standard-
nim pozitivnim sérem,

2. negativni kontrola se zndmym standard-
nim negativnim sérem,

3. kontrola nespecifické fluorescence bez
vySetfovaného séra,

4. kontrola piitomnosti krali¢ich protilatek
kozim antikraliéim konjugdtem (USOL), apli-
kovanym na fixovany antigen.

Vysledky a zavéry

Prehled vySetfenych sér a srovnini s ostat-
nimi sérologickymi reakcemi uvadi tab. 2.
Procenta pozitivnich vysledkli z celkového po-
¢étu sér v jednotlivich stadiich lues svédci
o tom, Ze FTAT nepatfi mezi nejcitlivéjsi re-
akce. Pouze u 13 pfipadli primirniho stadia
byl tento test vZdy pozitivni, a to i tam, kde
ostatni sérologické reakce byly dosud nega-
tivni. Naproti tomu ve skupiné nespecifickych
diagnéz a neznamych diagnéz a depistdZi do-
kazuji vysledky FTAT vysokou specifitu tohoto
vySetfeni ve srovnadni s b&Znymi sérologickymi
reakcemi. Piehled je dopln&n skupinou zdra-
vych 1lidi, ddrcti krve. Ng&ktefi autofi vysvét-
luji nespecificky pozitivni reakce v FTAT pfi-
tomnosti protilatek proti spole¢nym antigentim
treponem ze zaZivaciho i genitdlniho traktu.
My jsme nespatfili u zcela zdravych lidi Zad-
ny pozitivni FTAT. Naproti tomu byl nékdy po-
zitivni tam, kde je i vy$8i frekvence fale3né
pozitivnich reakci s lipidickymi hapteny. Ne-
specificky pozitivni reakce v téch pripadech,
kde jsou pomdry v séru zmén&ny nékterou
z neluetickych chorob (skupina nespecifickych
diagnéz) néas vede k domnénce, Ze v FTA testu
se téastni na rozdil od TPI zna¢né Sircké spek-
trum specifickych i nespecifickych protilatek,
mimo jiné i reaginy proti lipidickym hapteniim.

Nejvyssich titrd bylo dosaZeno ve skupiné
s diagn6zou primdrni lues. Pohybuji se okolo
horni hranice uZitych Fedéni, tj. okolo 800.
U diagnostikované lues latens jsou naopak na
dolni hranici, kterou jeSté hodnotime jako po-
zitivni, tj. okolo titru 100. Stejnych vysledki
jsme dosahli u vrozené lues a neurolues. Sta-
novenim rfiznych titrd jako kritickych na jed-
né strand a hodnocenim svitivosti na druhé
strand lze podstatn& ovlivnit postaveni FTAT
mezi rutinni sérologii lues. Specifitu reakce 1ze
zvysit zvySenim kritického titru a odelitanim
dvoukiizkové fluorescence jako konecné, za-

timco sniZenim kritického titru a sniZenim né-
rokil na intenzitu fluorescence lze zvySit citli-
vost reakce. Potom by byl FTAT vhodny jako
vyhleddvaci reakce. Domnivadme se, Ze FTAT
jako vyhledavaci test je pro bé&Znou sérologic-
kou laboratof pfili§ ndrocny. JestliZe je vSak
ze vSech reakci nejspecifi¢téjsi, miZe se stéat
testem, jenZ z nejasnych vysledkl provadi vy-
bér pro dalsi vySetfeni imobilizacnim testem.
FTAT si v tomto smyslu zaslouZi dalSi po-
zornost.
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