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IMUNOFLUORESCENCNI PRUKAZ POXVIRU.
ZKUSENOSTI S PRIPRAVOU INGREDIENCI, TECHNIKOU BARVENI
A HODNOCENIM VYSLEDKU

R. BENDA, O. PROCHAZKA a L. DANES
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

Imunofluorescenéni (IF) metoda predstavu-
je vyznamnou pomoc pii diagnostice a vyzku-
mu neStoviénych infekci. ProtoZe jsme v po-
slednich létech =ziskali na tomto poli znacné
zkuSenosti, domnivdme se, Ze bude tcelné se-
zndmit pracovniky armdadni protiepidemické
sluZby s osvédCenymi a definitivné prijatymi
laboratornimi postupy, které zajiStuji dostacu-
jici citlivost a zejména pak vysokou specific-
nost a spolehlivost fluorescen¢ni vizualizace

poxvirového antigenu v ridzném biologickém .

materidlu. Prdce méa predevSim splnit jeden
z poZadavkud vytvafejicich predpoklady pro za-
bezpeleni rychlé diagnostiky varioly.

Obecna doporuéeni

Zastdvame ndzor, aby pri diagnostické i vy-
zkumné c¢innosti s poxviry byla ddvdna pred-
nost pfimému (jednovrstevnému) IF barveni
pred nepfimym (dvouvrstevnym ¢i tFivrstev-
nym). Nepfimou IF techniku uZivdme pouze ke
zkouSeni kvality imunnich sér, z nichZ se prFi-
pravuji protilatky pro konjugaci s fluorochro-
mem.

Volbu pfimé IF metody pro identifikaci pox-
viri zdGvodiiuje nékolik skutecdnosti: Zakladni
z nich je to, Ze IF priikaz poxvirti predstavuje
skupinovou imunologickou reakci, nebot anti-
genni vybaveni vSech zdravotnicky vyznamnych
druhll je blizce pfibuzné. Vyplati se proto je-
dinym konjugatem pokryt diagnostiku celé sku-
piny vir@l. RozliSeni dtileZitych patogenii (napf.
pivodce varioly maior a minor) od ostatnich
¢lenll skupiny dosahujeme vyuZivanim znalosti
jejich jinych, zejména riistovych vlastnosti
(Carter 1965). Druhym vyznamnym argumen-
tem pro volbu pfimé IF techniky je skuteCnost,
Ze u poxviri miiZzeme vySetfovat na pritomnost

specifického antigenu biologicky materidl hez
prfedchoziho predmnoZeni viru v kultivaénim
systému. Primé IF barveni poskytuje lepSi roz-
dil specifické fluorescence oproti pozadi, kte-
ré se pro ruSivé substance v rozpadlé tkani
zhorSuje aplikaci vétSiho poctu ingredienci pfi
barveni nepifimou technikou. Kromé toho u pri-
mé IF metody lze Gspé&Snéji vyuZivat pfednosti
tzv. kontrastniho barveni, jimZ dosahujeme ba-
revného odténovéani nespecifické fluorescence
v preparatech. Je totiZ vSeobecné znamo, Ze se
hire kontrastuje pozadi pri praci s prekonju-
govanymi antiglobuliny pro nepfimou metodu
neZ pri praci s prekonjugovanymi antivirovy-
mi imunoglobuliny pro p¥imou reakci. To ma
Oopét vyznam predevSim pii vySetfovani patolo-
gického materidlu jeSt& pred provedenim izo-
la¢niho pokusu.

Piiprava imunniho séra

Ziskani vysoce kvalitniho antivirového séra
je jednim ze zdkladnich predpokladd tspéchu
vypracovani IF metody identifikace viru. V pri-
padé poxviri doporucujeme toto sérum pripra-
vovat pomoci viru dermovakciny na krélicich
podle Noyese a Watsonové (1955). Je zbytec-
nym rizikem k imunizaci uZivat virus varioly,
jak navrhuje Hahon (1965).

Kraliky nejdfive infikujeme na vétsim okrsku
skarifikované kliZe (napf. na obou usSich) vak-
cindlnim virem. Po odpadnuti krust (obvykle
do tFfi tydnli) miZeme zahdjit doimunizovéni,
jeZ provadime v tydennim intervalu dvéma aZ
¢tyfmi intravendznimi injekcemi homologni,
pomoci éteru c¢astetné odiSténé vakcindlni koZ-
ni lymfy. (Neni chybou aplikovat nepurifikova-
nou lymfu, kterd je bohatSi na antigenni mate-
ridl neZ suspenze extrahovana éterem; takove
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sérum vizualizuje sice s menSim kontrastem cy-
toplazmatické inkluze v infikovanych buiikéach,
ale naopak citlivéji deteguje diftzni cytoplaz-
matickou fluorescenci.) Kraliky krvacime za
tyden po aplikaci posledni ddvky antigenu.

V grafu 1 jsou zakresleny hladiny hemagluti-
nacéné-inhibi¢nich (HI) a fluorescenc¢nich pro-
tilatek u kralikdl po primoskarifikaci. Tabulka
1 zaznamendva tyto hodnoty jeSté i v den za-
hajeni hyperimunizace (21. den) a pak za je-
den tyden po druhé divce purifikované homo-
logni lymfy. HI titry 1:1280 (1épe 1:2560) a titry
nepfimé IF od 1:80 do 1:160 u sér jsou garanci
kvality ziskaného antipoxvirového konjugatu
pro primou IF reakci.

Priprava konjugatu pro piimou IF reakci

Z vybranych sér o vysokém titru protilatek
ziskdvame celou globulinovou frakci. Pracuje-
me b&Znym postupem za uZiti siranu amonného.
Neosvédcila se tzv. vsddkovd metoda (Baum-
stark a sp. 1964), kterad je sice rychlejsi, ale
ponechédva v roztoku imunoglobulint i stopy al-
buminu, ktery pfi konjugaci s fluoresceinizo-
thiocyandtem (FITC) intenzivné pfrijima barvi-
vo, a zvySuje tak nespecifické vlastnosti vysled-
ného konjugatu.

K pripravé konjugatu jsme z pocatku pouZi-
vali amorfni FITC rfiznych znacek: BDH (Bri-
tish Drug Houses), Serva (Heidelberg), VUFB
(Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii
v Praze), Gamaleja (Ustav vakcin a sér v Mosk-
vé). Pfipravky FITC od téchto firem se liSily
svou aktivitou vac¢i bilkovinnym molekuldm

Tabulka 1

i absorbanci ve viditelné ¢asti spektra (490
nm). VSechny prepardty mé&ly ve srovnani
s krystalickym FITC firmy BBL (Baltimore Bio-
logical Laboratories) niZ$i aktivitu a niZ3i ab-
sorbanci pfi dané vlnové délce. Z téchto divo-
di jsme museli zvy§$it mnoZstvi FITC vzatého
do reakce, abychom vyrovnali nedostatek ak-
tivni frakce fluorochrému. Vychézeli jsme ze
4% koncentrace bilkoviny v roztoku globulino-
vé frakce a do reakce jsme vnéaseli 5% FITC
v prepoctu na bilkovinu. Konjugovali jsme po
dobu 20 hodin pfi 4°C, pfi pH 9, zajiStovaném
bordtovym pufrem. Po odstran&ni nesvazaného
FITC gelovou filtraci na kolon& Sephadex G-25
nebo G-50 za pouZiti 0,0175 M fosfatového puf-
ru pH 7,2—7,4 jsme stanovili obsah bilkovin a
FITC v konjugdtu. V prvnich pokusech jsme
urcovali mnoZstvi FITC pomoci standardniho
roztoku fluoresceinu (Orndorff a Hemmer
1927), pozdgji jsme podle krystalického FITC
firmy BBL jako standardu nastavili standard
fluorescein-diacetdtu (pro stdlost roztoku této
chemikalie). Kromé& toho pii stanoveni FITC
v konjugatech uZivdme vlnové délky nikoli 490
nm, ale 496 nm, pfi niZ mad absorpce konjugatu
své maximum (Jobbdgy a Kirdly 1966).
Aplikace maélo aktivnich a nestandardnich
preparatt FITC p¥i pripravé konjugdtu vedla
k neregulovatelnym vysledklim, a to i za pod-
minek zcela rutinné zvladnuté techniky konju-
gacniho postupu a biochemické kontroly prepa-
ratd. Neaktivni frakce FITC totiZ reaguje s mo-
lekulami protilatky stejné jako aktivni frakce.
ProtoZe do reakce jsme byli nuceni pouZivat
vyS$8iho mnoZstvi amorfniho FITC, neZ je tomu

Vysledky paralelniho vySetfovani HI a IF protildtek v sérech tii krdlikii po primoinokulaci viru dermovakciny a za
1 tyden po druhé intraven6ézni davce parcidlné purifikované krali¢i vakcindlni lymfy

Protilatkové titry po primoinfekci vakc. Protilatkové titry za 1 tyden po
Kréalik druhé intravené6zni davce krali¢i
&islo 12. den 21. den lymfy
HI IF HI IF HI IF
1 640 ' 10 640 10 1280 80
2 1280 40 1280 N 40 2560 160
3 1280 80 640 40 2560 160
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Tabulka 2

Srovnani pFipravy a vyhodnoceni vlastnosti nejlepSiho antipoxvirového konjugédtu ziskaného s pomoci amorf.niho
FITC (VOFB) a jednoho z konjugdti ziskaného za pouZiti krystalického FITC (BBL)

V§chozi Biochemické vlastnosti Barvici vlastnosti Nespecifické ptibarveni pozadi
konc. Dk konjugatu konjugity (neinfikované buiiky)
bilko- FITC S antlg‘enem =
o viny konec. F:P POXViTU nefedény | konjugat v pracovnim
= konc. P s titr prac. ktl){r}l- kmli' fedni
o : x10- mol. fedsni | jakémkoli
& mgP/ml | firma % | mgP/ml (+) (++ +)| materidlu | makrofagy | leukocyty
VUFB
225 40 amorf. 5 9,0 14,3 5,7 1332 1:8 velmi silné slabé silné
1:64 1:16
255 20 BBL
kryst. 1,7 3,2 6,6 2,8 1:16 1:4 slabé Zadné velmi slabé

v piipadé krystalického preparatu, projevova-
la se vazba konjugadtu s prisluSnym antigenem
zhusta niz8i intenzitou fluorescence nebo men-
§im rozdilem intenzity specifické fluorescence
a pozadi. Z téchto divoda jsme v posledni dobé
ptesli vyhradné ke konjugaci s krystalickym
FITC firmy BBL. Vyhodnoceni vlastnosti kvalit-
nich antipoxvirovych konjugatd ziskanych
s amorfnim a krystalickym fluorochromem je
zaznamendno v tabulce 2.

Pozdgji jsme presli jesté také k oddéleni jed-
notlivych imunoglobulind z konjugidtu globuli-
nové frakce. Zvolili jsme pro tento ucel gelo-
vou filtraci na Sephadex G-200. Metdéda gelové
filtrace na tomto materidlu umoZiiuje oddéleni
makroglobulinové &éasti séra (IgM globulini)
od imunoglobulini o molekulové vaze kolem
160000 (IgG), resp. o molekulové vaze jeSté
nizsi. (P¥i frakcionaci konjugdtu na Sephadex
G-200 jsme pouzili 0,1 M tris-HC1 pufru o pH
8 s pridavkem 1,0 M NaCl.) Vysledky barveni
preparatli jednotlivymi frakcemi eluovanymi ze
sloupce Sephadex G-200 pii hodnoceni specific-
ké fluorescence soub&Zné s nespecifickym pf¥i-
barvenim vySetfovanych infikovanych bunék
HeLa ukazuji na to, Ze nejspecifict&jSi frakci
jsou IgG (graf 2).

V soucfasné dobé pracujeme takto:
Pouzivdme 4% nebo 2% roztok izolované bilko-
viny (globulinové frakce séra). Koncentrace
krystalického FITC je pouze 1,5 aZ 1,8 %. Re-
akce probihd pfes noc (18 hodin) pfi 4°C
v podminkdch bordtového pufru o pH 9. Jed-
notlivé imunoglobuliny oddélime na koloné
Sephadex G-200. Jimdme frakci IgG. Ziskany
konjugdt méa nizky pomér F:P (FITC : protein)
a po navazani na poxvirovy antigen intenzivné
specificky fluoreskuje. Neptibarvuje pfili§ sub-
strdt, neobsahujici virovy antigen. Tato.vlast-
nost se projevuje i p¥i praci s leukocyty nebo
makrofagy.

Technika IF barveni

Preparaty k IF vySetfeni (po zaschnuti na
vzduchu) zédsadné fixujeme acetonem pri poko-
jové teploté po 10 minut. U varioly zabezpecu-

jeme plnou inaktivaci viru dodateCnym ozafe-
nim preparatii UV svétlem (zarivka Phillips
15 W ze vzdalenosti asi 50 cm po 20 minut].
Neosvéd¢il se metylalkohol ani jina silna fixac-
ni Cinidla, nap¥. dioxan. Ta sice niCi Zivotnost
viru bez potfeby ozéafeni, ale soucasné i virovy
antigen denaturuji, takZe se podstatné&ji zmen-
Suje intenzita i mnoZstvi specifické fluores-
cence.

Konjugadty k barveni vysycujeme jaternim
praSkem, extrahovanym acetonem, v mnoZstvi
50 mg na 1 ml. VZdy titrujeme barvici schop-
nost na zndmém materidlu, napf¥. na infikova-
nych burikdch. VétSinu ingredienci je moZno fe-
dit k préaci od 1:4 do 1:16. Stanovenim pracov-
ni davky konjugdtu dosahujeme maximalniho
kontrastu. Barvime pFi pokojové teploté za
vlhka po 30 minut a po vymyti montujeme do
tris-glycerinového média o pH 9 (Mrenovd a

IF
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Albrecht 1966). Konzervujeme tim fluorescenci
zejména malych objektd (elementdrnich téli-
sek].

Konjugaty musi pracovat specificky (s maxi-
malni intenzitou fluorescence antigenu oproti
pozadi) bez ohledu na to, zda hodldme dobar-
vovat &i nikoli. Kontrastni barveni je vyznamneé
zejména pfFi zpracovani kryotomovych Fezfl tka-
né nebo pri vySetfovani biologického materidlu
jestd pred tim, neZ s nim provadime izolac¢ni
pokus.

Diive jsme dobarvovali pomoci sulfofluoridu
rodaminu, konjugovaného s albuminem (Nos-
kov a sp. 1965, Benda a sp. 1968, Benda 1968).
Aplikovali jsme antivirovy konjugit FITC ve
smési s rodaminovym albuminem ana partes,
oba v pracovnich Fed&nich. V souCasné dobé&
jsme v3ak pre3li na ekonomi¢téjsi dobarvovani
pozadi pomoci Evansovy modfe (Nichols a
McComb 1962) v Fedéni obvykle 1:50 000; na
rozdil od rodaminu-albuminu se barvi dvoufa-
zove, tj. po 30 minut s konjugdtem antipoxvi-
rovym a po vymyti 3 minuty s Evansovou mod-
¥i. Barevné odténovani ve fluorescentnim mik-
roskopu je podobné jako pf¥i uZiti konjugéatu
albuminu s rodaminem (tedy Cervenavé).

Protokol paralelni titrace antipoxvirového
konjugéatu bez dobarveni a s dobarvenim pomo-
ci rodaminu-albuminu je zapsdn v tabulce 3.
Vysledky ukazuji, Ze kontrastnim barvenim se
nesniZzuje titr konjugdtu (jeho barvici schop-
nost).

MoZnosti aplikace IF metody k priikazu poxvird
a hodnoceni zikladnich fluorescenénich
nalezii

K vyétu moZnosti IF vizualizace rtznych fo-
rem poxvirového antigenu v biologickém ma-

Tabulka 3
Protokol z titrace barvici schopnosti jednoho z antipoxvir

teridlu poslouZi nejlépe popis stadii reprodukc-
niho cyklu viru varioly (kmene Kirka), jak
jsme jej sledovali v HeLa builkdch na krycich
sklech (obr. 1—5). V inicidlni fazi novotvorby
viru vidime v cytoplazm& bungk specificky
fluoreskujici, okrouhlé, jednotlivé i vicecetné
inkluze. Odpovidaji rozvoji tzv. antigenu NP
(Loh a Riggs 1961) a v naSem pfripadé& jsou
¢asto nachédzeny v buiikdch fixovanych za 10
hodin po infekci. Pozdéji pfibyva v cytoplazmé
homogenni fluorescence. V ni se nékdy primar-
ni inkluze i jakoby rozpous$téji. V termindlnim
stadiu infekce zacind buiika degenerovat, vi-
rovy antigen v ni pfitomny fragmentuje postup-
né v korpuskule rfiznych rozmért; nejmensi
z nich odpovidaji elementdrnim téliskiim viru
¢i jejich konglomeratiim. Tato fédze je v popiso-
vaném pokuse zachycena z preparatét fixova-
nych za 15—20 hodin po infekci.

Ve vySetfovaném biologickém materidlu (na-
téry a otisky z koZnich eflorescenci, buné&cné
suspenze z t8lnich tekutin, suspenze leukocytil
a jinych bunék, seSkraby z rohovky, mozkové
otisky a tkéifové Fezy) miaZeme pak vizualizo-
vat pomoci IF barveni vSechny uvedené formy
virového antigenu. NejcastéjS$i a nejcharakte-
ristictéjS§i jsou cytoplazmatické inkluze s ne-
patrnym nebo vétSim homogennim zafenim cy-
toplazmy bunék. Témér patognomonické jsou
takové ndlezy v plicnich makrofédzich z infiko-
vaného organismu i infikovanych in vitro,
v Kupferovych buiikdch jater, v kapilarnim en-
dotelu riznych orgédnii, v leukocytdrnich kon-
centratech z periferni krve nebo v leukocytech
infikovanych in vitro. N&kolik nélez{ je zfejmo
z obrazkd 6—10. V nékterych typech bunék na-
chdzime masivni cytoplazmatickou fluorescen-

ovych konjugéati, ktery byl testovdn na rfizném materidlu

s obsahem homologniho a heterologniho (herpetického) antigenu, bez dobarveni a s dobarvenim pomoci rodaminu-
-albuminu. Specifi¢nost nélezii byla ovéfena paralelnim pouZitim antiherpetického konjugatu

Intenzita specifické fluorescence pii barveni (;ggé?l?lnéoﬁgicg%\;gl
Materidl
bez rodaminu s rodaminem**) bez s roda-
4*) ‘ 8 ‘ 16 ‘ 32 l 64 4 | 8 ' 16 | 32 | 64 | rodaminu minem
Konjugat antivakcin4lni
Dermovakcina
HeLa b. kb (bt | Attt + + Ftt ikt [t | A + 1:16 1:16 — 1:32
Neurovakcina
otisky mozku R e e o e ol e B o = bt A A+ 116 1032 1116 — 1:32
Variola
kmen Kirka
HelLa b. o+ | | | A |+ | | [ | raz | 4 (10161032 118
Herpes simpl. ++
Hela b. = 0 0 0 0 0 0 0 0 0 — =
Konjugét antiherpeticky
Dermovakcina
HeLa b. * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 — -
Herpes simpl.
HeLla b. +++| ++ + = 0 +++ |+ |+ + 0 1:8 1:8

*) redé&ni konjugdtu
+ 4+ 4+

*= intenzita specifické fluorescence

**) rodamin v jedné davce (pracovni fedéni)
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ci bez dominujicich inkluzi (obr. 11—13) a
v okoli vysev elementdrnich télisek a jejich na-
kupenin (obr. 14—17). V tekutin& vezikul a
v otiscich koZnich eflorescenci zcela prevlada-
ji elementadrni téliska a malé korpuskule anti-
genu uloZeného mimo builky (obr. 18).

Pri malém zvétSeni miZeme pomoci IF bar-
veni vizualizovat v tkanovych Fezech a orga-
novych otiscich souvislé skupiny infikovanych
bunék (obr. 19—21). V tkaiiové kultufe na
sklickdch pak vidime (v obdobi od 24 do 72
hodin po nizce multiplicitni infekci) loZiska in-
fikovanych bunék, zndzoriiujici velmi pfesné a
sugestivné cytopaticky efekt poxvird. Jak je
zfejmo z obrazkd (22—24), miZeme vyuZivat
IF znédzornéni cytopatického fenoménu v kultu-
Fe i k rozliSeni nékterych druhti skupiny Poxvi-
rus (napfr. P. variolae a P. officinale).

Rizné dil¢i aplikaéni moZnosti IF vizualiza-
ce poxvirového antigenu popsali Noyes a Wat-
sonovd (1955), Mims (1959), Kato a sp. (1959),
Cairns (1960), Avakjan a sp. (1961), Loh a
Riggs (1961), Roberts (1962), Murray (1963]),
Kirsch a Kissling (1963), Netter a Lapeyre
(1964), Kratchko a sp. (1964), Schaeffer a sp.
(1964), Bals a Caruntu (1965), Hahon (1965),
Benda a sp. (1968) a jini.

Souhrnné feceno je zédkladnim dikazem vy-
soké kvality antipoxvirovych konjugdti nejen
jejich vysokd barvici potence a specifi¢nost
(moZnost jejich uZivani k prikazu viru v leuko-
cytech a makrofdzich v fedéném stavu), ale
i schopnost vizualizovat jimi cytoplazmatické
inkluze a elementdrni, extraceluldrn& uloZend
virova téliska.

Souhrn

V pfisp8vku jsou shrnuty né&kolikaleté zkuSenosti
s IF metodou priikazu poxvirl. Je popsdna p¥iprava
a laboratorni kontrola ingredienci, jsou uvedeny
osvédéené barvici postupy a kratce jsou shrnuty
rovndZ mozZnosti aplikace p¥imé IF metody pfi vy-
zkumné a diagnostické préci s poxviry.
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OBRAZOVA PRILOHA KE CLANKU IMUNOFLUORESCENCNI PRUKAZ POXVIRU.

NA STRANE 27-31

Obr. 1

Hela bufky za 10 hodin. po vysoce multiplicitnf Infekel virem
varioly. Kulatd fluoreskujfcf cytoplazmatickd inkluze v jedné z bu-
nék. Zvéti. asl 1500krat

Obr. 3

Hela buiiky za 15 hodin po infekci virem varioly. Intenzivné fluo-
reskujicl perinukle4rnf zéna bufiky s ,rozpouit&jici* se Inkluzi ddéle
v cytoplazmé. Zvéti. asi 1500krat

Obr. 2

Hela buiiky za 15 hodin po iInfekel virem varioly. T¥i rlzné veliké,
margitdlnd dezintegrované a specificky fluoreskujici cytoplazmatické
inkluze v mirné fluoreskujici cytoplazmé jedné z bunék zorného
pole. Zvéts. asl 1500krat

Obr. 4

Hela bunky za 15 hodin po infekci virem varioly. Pokroéilej$i sta-
dium rozvoje specifického antigenu v jedné z bunék — poéinajlci
fragmentace antigenu cytoplazmy. Zvéts. asi 1500krat

Obr. 5

HelLa buiky za 20 hodin po infekci virem varioly. Korpuskuldrni
fluorescence v jedné z bunék, kterdé md i poskozenu bunéénou
membranu. Zvéti. asl 1500 krat

Obr. &

Skupina tff epltelidinich specificky fluoreskujicfch bun&k 2z wvy-
plachu plic kralika, ktery byl pfed festi dny infikovan masfvné
aerosolem z viru dermovakciny. Nezietelné Inkluze v burkdéch. Zvéts.
asl 1200krét




Obr. 7

Dvé primdarni cytoplazmatické inkluze v jedné z velkych bunék
kultury tzv. plicnich markofdgt, které byly in vitro infikovany pred
dvéma dny virem krdliéi neurovakeciny. Zvéts. asi. 1200krat

Obr. 8

ViceCetné cytoplazmatické inkluze v jedné z bunék kultury krali-
cich plicnich makrofagl, ziskanych z imunniho zvifete a infiko-
vanych pred dvéma dny virem kraliéi neurovakciny. Zvéts. asi
1200krat

Obr. 9

Neékolik bunék vyplachu plic krdalika, infikovaného pred nékolika
dny inhalaéné virem krdli¢i neurovakeciny. Zvéts. asi 1200krat

Obr. 11

Dvojice epitelidinich bun&k se specificky fluoreskujicim antige-
nem v cytoplazmé ze seskrabu spodiny tuhé papuly opice Rhesus,
kterd byla pred sedmi dny intrakutdnné infikovana virem varioly.
Zvéts. asi 1500krat

Obr. 10

Specificky fluoreskujici inkluze v
ka infikovaného pied Sesti
asi 1200krdt

lymfocytu 2z
dny virem kralici

periferni krve krali-
neurovakciny. Zvéts.

Specificky fluoreskujici

skupina bunék seSkrabu z rohovky kralika,
ktery byl infikovan virem dermovakeiny. Zvéts. asi

1500krat

kornedlné




Obr. 13

Specificky fluoreskujici Hela bufiky, infikované na krycim skle
virem vakciny, izolovanym z pacienta na virologickém oddéleni
KHES v Ostravé. 48 hodin po infekci, ndlez pri IF identifikaci
kmene. Zvéts. asi 1200krat

Obr. 15

Specificky fluoreskujici antigen P. officinale v epiteloidni burice plo-
vouci v tekutiné z cerstvé vezikuly kralika. V okoli burky jsou
pocetné fluoreskujici korpuskule, pFedstavujici extraceluldrni virovy
materidl. Zvéts. asi 1600krdt

Obr. 14

Specificky fluoreskujici buika seSkrabu rohovky kralika, ktery byl
kornedlné infikovdn virem dermovakeciny; v okoli butiky je dobie
vidét elementdrni virové téliska. Zvéts. asi 1500krat

Obr. 16

Specifickd fluorescence v otisku z mozku mysky, kterd byla oé&ko-
véna i. cer virem neurovakeciny. Neurdlni buika, naplnénd kor-
puskulemi antigenu; korpuskule se vyskytuji i v okoli buiky a
jenom nékde maji vzezieni elementdrnich virovych télisek. Zvéts.
asi 1500krat

Granulocyt, obsahujici v cytoplazmé fluoreskujici antigen viru va-
rioly, se specificky fluoreskujicimi, vétSinou velikymi korpuskulemi
v okoli. Zorné pole z preparatu, ktery byl pofizen seskrabem spo-
diny tuhého infiltrdtu opice Rhesus, infikované prfed sedmi dny
mnohotnymi intrakutdnnimi vpichy. Zvéts. asi 1600krat

Obr. 18

Specificky fluoreskujici extracelularni korpuskule, vétSinou mensich
rozmérl, v prepardtu z rozetfeného punktdtu tuhé papuly opice
Rhesus, infikované pfed sedmi dny virem varioly. Zvéts. asi
1600krét




Obr. 19

Rez plicemi krdlika, infikovaného pied é&tyimi dny stfedné vysokou
ddvkou viru krali¢i neurovakciny ve formé aerosolu. Dvé fluoresku-
jici loziska s arteriolou v blizkosti velké artérie, jejiz vnitini in-
tima z4fi nespecificky (oraniové), zatimco povrchové vrstvy stény
vykazuji — podobné jako ostatni mista fezu — specifickou fluo-
rescenci. Zvéts. asi 200 krat

Obr. 21

Rez plicemi kralika infikovaného inhalaéné pied é&tyimi dny stied-
né vysokou ddvkou viru krdliéi neurovakciny. V obrazku je detail
z vicevrstvého bronchu s postizenymi a specificky fluoreskujicimi
bufikami. Zvéts. asi 800krat

Obr. 23

Cytopaticky efekt viru varioly v Hela buiikach, vizualizovany po-
moci IF. Ndlez za 48 hodin po nizce multiplicitni infekci. Na obr.
v rohu je vidét jednu sekundérné infikovanou bufiku. Zvéts. asi
350krat

Obr. 20

Rez plicemi krélika, infikovaného pfed dvéma dny stfedné vyso-
kou davkou viru krdli¢i neurovakciny ve formé aerosolu. Fluores-
cence vétvicich se bronchiold, které byly histologicky identifiko-
vdny pomoci ndsledného dobarveni h toxylinem a i
Zvéts. asi 650 krat

Obr. 22

Cytopatickj efekt viru dermovakciny v Hela bufkéch, vizualizovany
pomoci IF. Nalez za 40 hodin po nizce multiplicitni infekci. Zvéts.
asi  350—400krat

Obr. 24

Cytopaticky efekt viru varioly v HelLa burikdch, vizualizavany po-
moci IF. Typicky tzv. proliferativni uzlik. Zvéts. asi 350krat




