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IMUNOFLUORESCENČNÍ PRŮKAZ POXVIRÚ.
ZKUŠENOSTI S PŘÍPRAVOU INGREDIENCÍ, TECHNIKOU BARVENÍ

A HODNOCENÍM VÝSLEDKÚ

R. BENDA, O. PROCHÁZKA a L. DANEŠ

Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie, Praha

Imunofluorescenční [IF] metoda představu-
je významnou pomoc při diagnostice a výzku-
mu neštovičných infekcí. Protože jsme v po-
sledních létech Získali na tomto poli značné
Zkušenosti, domníváme se, že bude účelné se-
známit pracovníky armádní protiepidemické
služby S osvědčenými a definitivně přijatými
laboratorními postupy, které zajišťují dostaču-
jící citlivost a Zejména pak vysokou specifič-
nost a spolehlivost fluorescenční vizualizace
poxvirového antigenu v různém bíologickém.
materiálu. Práce má především splnit jeden
z požadavků vytvářejících předpoklady pro Za-
bezpečení rychlé diagnostiky varioly.

Obecná doporučení

Zastáváme názor, aby při diagnostické i vý-
zkumné činnosti s poxviry byla dávána před-
nost přímému [jednovrstevnému] IF barvení
před nepřímým [dvouvrstevným či třívrstev-
ným). Nepřímou IF techniku užíváme pouze ke
zkoušení kvality imunních Sér, z nichž se při-
pravují protilátky pro konjugaci s fluorochró-
mem.

Volbu přímé IF metody pro identifikaci pox-
virů zdůvodňuje několik Skutečností: Základní
z nich je to, že IF průkaz poxvirů představuje
skupinovou imunologickou reakci, neboť anti-
genní vybavení všech zdravotnický významných
druhů je blízce příbuzné. Vyplatí se proto je-
diným konjugátem pokrýt diagnostiku celé sku-
piny virů. Rozlišení důležitých patogenů (např.
původce varioly maior a minor] od ostatních
členů skupiny dosahujeme využíváním znalostí
jejich jiných, zejména růstových vlastností
[Carter 1965]. Druhým významným argumen-
tem pro volbu přímé IF techniky je skutečnost,
že u poxvirů můžeme vyšetřovat na přítomnost

Specifického antigenu biologický materiál bez
předchozího předmnožení viru v kultivačním
systému. Přímé IF barvení poskytuje lepší roz-
díl Specifické fluorescence oproti pozadí, kte-
ré se pro rušivé substance v rozpadlé tkání
zhoršuje aplikací většího počtu ingrediencí při
barvení nepřímou technikou. Kromě toho u pří-
mé IF metody lze úspěšněji využívat předností
tzv. kontrastního barvení, j ímž dosahujeme ba-
revného odtónování nespecifické fluorescence
v preparátech. Ie totiž všeobecně známo, že se
hůře kontrastuje pozadí při práci s překonju-
govanými antiglobulíny pro nepřímou metodu
než při práci s překonjugovanými antivirový-
mi imunoglobulíny pro přímou reakci. To má
opět význam především při vyšetřování patolo-
gického materiálu ještě před provedením izo-
lačního pokusu.

Příprava imunnîho séra

Získání vysoce kvalitního antivirového Séra
je jedním Ze základních předpokladů úspěchu
vypracování IF metody identifikace viru. V pří-
padě poxvirů doporučujeme toto sérum připra-
vovat pomocí viru dermovakcíny na králících
podle Noyese a Watsonové [1955]. le Zbyteč-
ným rizikem k imunizaci užívat virus varioly,
jak navrhuje Hahon (1965).

Králíky nejdříve infikujeme na větším okrsku
skarifikované kůže (např. na obou uších] vak-
cinálním virem. Po odpadnutí krust [obvykle
do tří týdnů] můžeme zahájit doimunizování,
jež provádíme v týdenním intervalu dvěma až
čtyřmi intravenózními injekcemi homologní,
pomocí éteru částečně očištěné vakcinální kož-
ní lymfy. [Není chybou aplikovat nepurifikova-
nou lymfu, která je bohatší na antigenní mate-
riál než suspenze extrahovaná éterem; takové
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sérum Vizualizuje Sice S menším kontrastem cy-
toplazmatické inkluze V infikovaných buňkách,
ale naopak citlivěji deteguje difúzní cytoplaz-
matickou fluorescenci.) Králíky krvácíme Za
týden po aplikaci poslední dávky antigenu.

V grafu 1 jsou Zakresleny hladiny hemagluti-
načně-inhibičních (HI) a fluorescenčních pro-
tilátek u králíků po primoskarifikaci. Tabulka
1 Zaznamenává tyto hodnoty ještě i v den Za-
hájení hyperimunizace [21. den) a pak Za je-
den týden po druhé dávce purifikované homo-
logní lymfy. HI titry 1:1280 [lépe 1:2560] a titry
nepřímé IF od 1:80 do 1:160 u Sér jsou garancí
kvality získaného antipoxvirového konjugátu
pro přímou IF reakci.

Příprava konjugátu pro přímou IF reakci

Z vybraných Sér o vysokém titru protilátek
získáváme celou globulínovou frakci. Pracuje-
me běžným postupem za užití síranu amonného.
Neosvědčila se tzv. vsádková metoda [Baum-
Stark a sp. 1964), která je sice rychlejší, ale
ponechává v roztoku imunoglobulínů i stopy al-
bumínu, který při konjugaci S fluoresceinizo-
thiocyanátem [FITC] intenzivně přijímá barvi-
vo, a Zvyšuje tak nespecifické vlastnosti výsled-
ného konjugátu.

K přípravě konjugátu jsme Z počátku použí-
vali amorfní FITC různých Značek: BDH [Bri-
tish Drug Houses], Serva (Heidelberg), VÚFB
[Výzkumný ústav pro farmacii a biochemii
v Praze), Gamaleja [Ústav vakcín a sér v Mosk-
vě). Přípravky FITC od těchto firem se lišily
Svou aktivitou Vůči bílkovinným molekulám

Tabulka 1

I V I I Ï I
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i absorbancí ve viditelné části spektra [490
nm). Všechny preparáty měly ve Srovnání
S krystalickým FITC firmy BBL [Baltimore Bio-
logical Laboratories] nižší aktivitu a nižší ab-
Sorbanci při dané vlnové délce. Z těchto důvo-
dů jsme museli zvýšit množství FITC vzatého
do reakce, abychom vyrovnali nedostatek ak-
tivní frakce fluorochrómu. Vycházeli jsme Ze
40/0 koncentrace bílkoviny v roztoku globulíno-
vé frakce a do reakce jsme vnášeli 50/0 FITC
v přepočtu na bílkovinu. Konjugovali jsme po
dobu 20 hodin při 4°C, při pH 9, Zajišt'ovaném
borátovým pufrem. Po odstranění nesvázaného
FITC gelovou filtrací na koloně Sephadex G—25
nebo G—50 za použití 0,0175 M fosfátového puf-
ru pH 7,2—7,4 jsme stanovili obsah bílkovin a
FITC v konjugátu. V prvních pokusech jsme
určovali množství FITC pomocí standardního
roztoku fluoresceinu [Orndorff a Hemmer
1927), později jsme podle krystalického FITC
firmy BBL jako Standardu nastavili standard
fluorescein-diacetátu [pro stálost roztoku této
chemikálie). Kromě toho při stanovení FITC
v konjugátech užíváme vlnové délky nikoli 490
nm, ale 496 nm, při níž má absorpce konjugátu
své maximum [Iobbágy a Király 1966).

Aplikace málo aktivních a nestandardních
preparátů FITC při přípravě konjugátu vedla
k neregulovatelným výsledkům, a to i Za pod-
mínek Zcela rutinně zvládnuté techniky konju-
gačního postupu a biochemické kontroly prepa-
rátů. Neaktivní frakce FITC totiž reaguje s mo-
lekulami protilátky Stejně jako aktivní frakce.
Protože do reakce jsme byli nuceni používat
vyššího množství amorfního FITC, než je tomu

Výsledky paralelního vyšetřování HI a IF protilátek v Sérech tří králíků po primoinokulaci viru dermovakcíny a Za
1 týden po druhé intravenózní dávce parciálně purifikované králičí vakcinální lymfy

Protilátkové titry po primoinfekci Vakc. Protilátkové titry za 1 týden po
Králík
číslo 12. den

HI IF HI

.druhé intravenôznî dávce králičí
lymfy

IF HI IF
21. den

1 640 ˇ 10 640
2 1280 40 ' 1280
3 1280 80 640

10 1280 80
40 2560 160
40 2560 160
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Tabulka 2

Srovnání přípravy a vyhodnocení vlastností nejlepšího antipoxvirového konjugátu Získaného S pomocí amorfního
FITC [VUFB] a jednoho Z konjugátů Získaného za použití krystalického FITC [BBL]

Biochemické vlastnostiVýchozí _ ,
konjugátukonc. Druh

bllko- FITC koneč. F ï P

Barvici vlastnosti
konjugátu

S antigenem
poxviru

Nespecifické přibarvení pozadí
[neinfikované buňky]

neředeľìy konjugát pracovnímvin
y konc P

x10~3 mol.firma 0/0K
on

j.
č.

mgP/ml mgP/ml

v
konj. na ředˇní
jakémkoli
materiálu

prac.
ředění
[+++]

titr
(+1 makrofágy leukocyty

VÚFB
225 40 amorf. 5 9,0 14,3 5,7

255 20 BBL
kryst. 1,7 3,2 6,6 2,8

velmi Silné Slabé Silné

Slabé žádné Velmi Slabé

v případě krystalického preparátu, projevova-
la se vazba konjugätu S příslušným antigenem
ZhuSta nižší intenzitou fluorescence nebo men-
ším rozdílem intenzity Specifické fluorescence
a pozadi. Z těchto důvodů jsme v poslední době
přešli výhradně ke konjugaci S krystalickým
FITC firmy BBL. Vyhodnocení vlastností kvalit-
ních antipoxvirových konjugátů Získaných
S amorfním a krystalickým fluorochrómem je
.Zaznamenáno v tabulce 2.

Později jsme přešli ještě také k oddělení jed-
notlivých imunoglobulínů Z konjugátu globulí-
nové frakce. Zvolili jsme pro tento účel gelo~
vou filtraci na Sephadex G-200. Metoda gelové
filtrace na tomto materiálu umožňuje oddělení
makroglobulínové části séra [IgM globulínů]
od imunoglobulínů o molekulové váze kolem
160 000 [IgG], resp. o molekulové váze ještě
nižší. [Při frakcionaci konjugátu na Sephadex
G—200 jsme použili 0,1 M triS-HCl pufru o pH
8 S přídavkem 1,0 M NaCl.) Výsledky barvení
preparátů jednotlivými frakcemi eluovanými Ze
sloupce Sephadex G-200 při hodnocení Specific-
ké fluorescence Souběžně S nespecifickým při-
barvením vyšetřovaných infikovaných buněk
HeLa ukazují na to, že nejspecifičtější frakcí
jsou IgG [graf 2].

V Současné době pracujeme takto:
Používáme 40/0 nebo 20/0 roztok izolované bílko-
viny [globulínové frakce Sera). Koncentrace
krystalického FITC je pouze 1,5 až 1,8%. Re-
akce probíhá přes noc [18 hodin] při 4°C
v podmínkách borátového pufru o pH 9. Ied-
notlivé imunoglobulíny oddělíme na koloně
Sephadex G-200. Iímáme frakci IgG. Získaný
konjugát má nízký poměr F:P [FITC : protein]
a po navázání na poxvirový antigen intenzívně
specificky fluoreskuje. Nepřibarvuje příliš Sub-
Strát, neobsahující virový antigen. Tatovlast-
nost Se projevuje i při práci s leukocyty nebo
makrofágy.

Technika IF barvení

Preparáty k IF vyšetření [po Zaschnutí na
vzduchu] Zásadně fixujeme acetonem při poko-
jové teplotě po 10 minut. U varioly Zabezpeču-

jeme plnou inaktivaci viru dodatečným ozáře-
ním preparátů UV světlem [zářivka Phillips
15 W ze vzdálenosti asi 50 cm po 20 minut}.
Neosvědčil Se metylalkohol ani jiná Silná fixač-
ní činidla, např. dioxan. Ta Sice ničí životnost
viru bez potřeby ozáření, ale Současně i virový
antigen denaturuji, takže Se podstatněji Zmen-
šuje intenzita i množství Specifické fluores-
cence.

Konjugáty k barvení vysycujeme jaterním
práškem, extrahovaným acetonem, v množství
50 mg na 1 ml. Vždy titrujeme barvicí Schop-
nost na Známém materiálu, např. na infikova-
ných buňkách. Většinu ingrediencí je možno ře-
dit k práci od 1:4 do 1:16. Stanovením pracov-
ní dávky konjugátu dosahujeme maximálního
kontrastu. Barvíme při pokojové teplotě Za
vlhka po 30 minut a po vymytí montujeme do
tris-glycerinového média o pH 9 [Mrenová a

Protein
(mg/m1)

,Í / z"
1b 20 žo 4b 5d č. frakce++++ 1'
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Albrecht 1966]. Konzervujeme tím fluorescenci
Zejména malých Objektů [elementárních tělí-
sek).

Konjugáty musí pracovat Specifický [S maxi-
mální intenzitou fluorescence antigenu Oproti
pozadí] bez ohledu na to, zda hodláme dobar-
vovat či nikoli. Kontrastní barvení je významné
Zejména při Zpracování kryotomových řezů tká-
ně nebo při vyšetřování biologického materiálu
ještě před tím, než S ním provádíme izolační
pokus.

Dříve jsme dobarvovali pomocí sulfofluoridu
rodaminu, konjugovaného S albuminem [Nos-
kov a sp. 1965, Benda a Sp. 1968, Benda 1968].
Aplikovali jsme antivirový konjugát FITC ve
Směsi s rodaminovým albuminem ana partes,
oba v pracovních ředěních. V současné době
jsme však přešli na ekonomičtější dobarvování
pozadí pomocí Evansovy modře [Nichols a
McComb 1962] v ředění obvykle 1:50 000; na
rozdîl od rodaminu-albuminu se barví dvoufá-
zově, tj. po 30 minut S konjugátem antipoxvi-
rovým a po vymytí 3 minuty s Evansovou mod-
ří. Barevné odtónování ve fluorescenčním mik-
roskopu je podobné jako při užití konjugátu
albuminu s rodaminem [tedy červenavéj.

Protokol paralelní titrace antipoxvirového
konjugátu bez dobarvení a s dobarvením pomo-
cí rodaminu-albuminu je zapsán v tabulce 3.
Výsledky ukazují, že kontrastním barvením se
nesnižuje titr konjugátu [jeho barvicí schop-
nost].
Možnosti aplikace IF metody k průkazu poxvirů

a hodnocení základních fluorescenčních
nálezů

K výčtu možností IF vizualizace různých fo-
rem poirového antigenu v biologickém ma-

Tabulka 3

ROČNÍK XXXIX. Č. 1. 1970

teriálu poslouží nejlépe popis stadií reprodukč-
ního cyklu viru varioly [kmene Kůrkaj, jak
jsme jej sledovali v HeLa buňkách na krycích
Sklech [obr. 1—5]. V iniciální fázi novotvorby
viru vidíme v cytoplazmě buněk specificky
fluoreskující, okrouhlé, jednotlivé i vícečetné
inkluze. Odpovídají rozvoji tzv. antigenu NP
[Loh a Riggs 1961] a v našem případě jsou
často nacházeny v buňkách fixovaných za 10
hodin po infekci. Později přibývá v cytoplazmě
homogenní fluorescence. V ni se někdy primár-
ní inkluze i jakoby rozpouštějí. V terminálním
stadiu infekce začíná buňka degenerovat, vi-
rový antigen v ní přítomný fragmentuje postup-
ně v korpuskule různých rozměrů; nejmenší
Z nich odpovídají elementárním tělískům viru
či jejich konglomerátům. Tato fáze je v popiso-
vaném pokuse zachycena z preparátů fiXova-
ných za 15-20 hodin po infekci.

Ve vyšetřovaném biologickém materiálu [ná-
těry a otisky z kožních eflorescencí, buněčné
Suspenze Z tělních tekutin, suspenze leukocytů
a jiných buněk, seškraby z rohovky, mozkové
otisky a tkáňové řezy] můžeme pak vizualizo-
vat pomocí IF barvení všechny uvedené formy
virového antigenu. Nejčastější a nejcharakte-
riStičtější jsou cytoplazmatické inkluze s ne-
patrným nebo větším homogenním zářením cy-
toplazmy buněk. Téměř patognomonické jsou
takové nálezy v plicních makrofázích z infiko-
vaného organismu i infikovaných in _vitro,
v Kupferových buňkách jater, v kapilárním en-
dotelu různých orgánů, v leukocytárních kon-
centrátech Z periferní krve nebo v leukocytech
infikovaných in vitro. Několik nálezů je zřejmo
Z obrázků 6—10. V některých typech buněk na-
cházíme masívní cytoplazmatickou fluorescen-

Protokol z titrace barvicí schopnosti jednoho z antipoxvirových konjugátů, který byl testován na různém materiálu
s obsahem homologního a heterologního [herpetického] antigenu, bez dobarvení a S dobarvením pomocí rodaminu-

-albuminu Specifičnost nálezů byla ověřena paralelním použitím antiherpetického konjugátu

Intenzita Specifické fluorescence při barvení Optimální pracovní
ředění konjugátu

Materiál
bez rodaminu S rodaminem**] bez s roda-

4*]|8|16|32|64 minem4 j 8 j 16 I 32 64 rodaminu

Konjugát antivakcinální

Dermovakcína
HeLa b.
Neurovakcína
otisky mozku +++
Variola
kmen Kůrka
HeLa b.
Herpes simpl.
HeLa b. ± 0 0 0 0

+++ +++ + +

+++ ++ ++ ±

+++ +++ ++ +

+++

+++

+++

+++ +++ +.+ + 1:16 1:16—1:32

+++ +++ ++ + 1:16 -« 1:32 1:16
- 1:32

+ až 1:16 —— 1:32 1:16+++ +++

0 0 0 O 0 — __

Konjugät antiherpetický
Dermovakcína
HeLa b. ± 0 0 O 0
Herpes simpl.
HeLa b. +++ ++ + ± O

0 O 0 0 0 __ __

+++ +++ + + 1:8 1:8

*] ředění konjugátu
± + ++ +++ intenzita Specifické fluorescence

**] rodamin v jedné dávce [pracovní ředění]
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ci bez dominujících inkluzí (Obr. 11-13] a
v Okolí výsev elementárních tělísek a jèjich na—
kupenin (Obr. 14—17]. V tekutinë vezikul a
v Otiscích kožních eflorescencí Zcela převláda-
jí elementární tělíska a malé korpuskule anti-
genu uloženého mimo buňky (Obr. 18].

Při malém Zvětšení můžeme pomocí IF bar-
vení vizualizovat v tkáňových řezech a orgá-
nových otiscích Souvislé Skupiny infikovaných
buněk (obr. 19-21]. V tkäñové kultuře na
sklíčkách pak vidíme (v období od 24 do 72
hodin pO nízce multiplicitní infekci) ložiska in-
fikovaných buněk, znázorňující velmi přesně a
sugestivně cytopatický efekt poxvirů. Iak je
Zřejmo Z Obrázků [22—24], můžeme využívat
IF ZnáZornění cytopatického fenoménu v kultu-
ře i k rozlišení některých druhů Skupiny Poxvi-
rus [např. P. variolae a P. officinale].

Různé dílčí aplikační možnosti IF vizualiza-
ce pOXvirOvéhO antigenu popsali Noyes a Wat-
Sonová [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 jiní.

Souhrnně řečeno je základním důkazem Vy-
soké' kvality antipoxvirových konjugátů nejen
jejich vysoká barvicí potence a Specifičnost
[možnost jejich užívání k průkazu viru v leuko-
cytech a makrofázích v ředěném stavu), ale
i schopnost vizualizovat jimi cytoplazmatické
inkluze a elementární, extracelulárně uložená.
virová tělíska.

Souhrn

V příspěvku jsou Shrnuty několikaleté zkušenosti
S IF metodou průkazu poxvirû. Ie popsána příprava
a laboratorní kontrola ingrediencí, jsou uvedeny
Osvědčené barvicí postupy a krátce jsou shrnuty
rovněž možnosti aplikace přímé IF metody při vý-
Zkumné a diagnostické práci s poxviry.
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Obr. 1

HeLo buňky za 10 hodin po vysoce muitipiicitni infekci virem
varioly. Kulatćı fluoreskujici cytoplazmatickó inkluze v jedné z bu-
něk. Zvětš. asi 1500krót

Obri 3

HeLa buıˇıky Za 15 hodin po infekci virem varioiy. lntenzívně fluo-
reskujici perinukleórní zóna buňky s „rozpouštějı'ci“ se inkiuzi déle
v cytoplazmě. Zvětš. asi 1500krćt

Obr. 2

HeLa buňky za 15 hodin po infekci virem varioly. Tří různě veliké.
margitćıině dezintegrované a specificky fiuoreskujici cytopiaznıatické
inkluze v mírně fluoreskujı'cí cytopiazmě jedné z bunèk zorného
pole. Zvětš. asi 1500krót

(Dbrì Â

HeLa buňky Za 15 hodin po infekci virem varioly. Pokročilejší sta-
dium rozvoje specifického antigenu v jedné z buněk — počınajicí
fragmentace antigenu cytoplazmy. Zvětš. asi 1500krét

Obr. 5

HeLo buňky Za 20 hodin po infekci virem varioiy. Korpuskulórní
fluorescence v jedné z bunék. kterćı m6 již poškozenu buněčnou
membrónu. Zvětš. asi 1500 krát

Obr. 6

Skupina tři epiteiiólních specificky fluoreskuiicich buněk z vý~
piachu plic králíka, který byl před šesti dny infikovón masivně
aerosoiem z viru dermovakcı'ny.Nezřeteiné inkluze v buňkách. Zvětš.
asi 1200kr6t



Obr.

Dvě

7

primární cytoplazmatické inkluze v jedne' Z velkých buněk
kultury tzv. plicních markofágů. které byly in vitro infikovány před
dvěma dny virem králičí neurovakcíny. Zvětš. asi 1200krát

Obr. 8

Vícečetné cytoplazmatícké inkluze v jedné Z buněk kultury krc'ıli-
Čích plicních makrofc'ıç;ůl získaných Z imunního Zvířete a infiko-
vaných před dvěma dny virem králičí neurovakcíny. Zvětš. asi
1200krát ›

Obr. 9

Několik buněk výplachu plic králíka, infikovaného před několika
dny inhalačně virem králičí neurovakcíny. Zvětš. asi 1200krát

Obr.

Dvojice epiteliálních buněk

11

se specificky fluoreskujícı'm antige-
nem v cytoplazmě Ze Seškrabu spodiny tuhé papuly opice Rhesus,
která byla před Sedmi
Zvětš. asi 1500krét

dny intrakutánně infikována virem varioly.

Obr. 10

Specificky fluoreskující inkluze v lymfocytu z periferní krve králí-
ka infikovaného před šesti dny virem králíci neurovakcíny. Zvětš.
asi 1200krát

Specificky fluoreskujíci Skupina buněk Seškrabu 2 rohovky králíka,
který byl korneálně infikován virem dermovakcíny. Zvětš. asi
1500krát



Obr. 13

Specificky fluoreskující HeLa buňky| infikované na krycím skle
virem vakcíny, izolovaným z pacienta na virologickém oddělení
KHES v Ostravě. 48 hodin po infekci. nález při IF identifikaci
kmene. Zvětš. asi 1200krćt

Obr. 14

Specificky fluoreskující buňka seškrabu rohovky krćlíka, který byl
kornećılně infikovón virem dermovakcíny; v okolí buňky je dobře
vidět' elementární virovó tělíska. Zvětš. asi 1500krćıt

Obr. 15

Specificky fluoreskujı'cíantigen P.officinale v epiteloidní buňce plo-
voucí v tekutině z čerstvé vezikuly królíka. V okolí buňky jsou
početné fluoreskující korpuskule. představující extracelulćırní virový
materiál. Zvětš. asi 1600krót

Obr. 16

Specifická fluorescence v otisku Z mozku myšky. které byla očko-
vóna i. cer virem neurovakciny. Neurćılní buňka, naplněna' kor-
puskulemi antigenu; korpuskule se vyskytují i v okolí buňky a
jenom někde mají vzezření elementárních virových tělísek. Zvětš.
asi 1500krćt

Obr. 17

Granulocyt. obsahující v cytoplazmě fluoreskujı'cí antigen viru va-
rioly. se specificky fluoreskujícímiı většinou velikými korpuskulemi
v okolí. Zorné pole Z preparótu. který byl pořízen seškrabem spo-
diny tuhého infiltrćtu opice Rhesus, infikované před sedmi dny
mnohotnými intrakutónními vpichy. Zvětš. asi 1600krót

Obr. 18

Specificky fluoreskující extracelulćırní korpuskule, většinou menších
rozměrů,'v preparćtu z rozetřeného punktćıtu tuhé papuly opice
Rhesusı infikované před _sedmi dny virem varioly. Zvětš. asi
1600krót



Obr. 19

Řez plícemi králíka. infikovaného před čtyřmi dny středně vysokou
dávkou viru králičí neurovakcíny ve formě aerosolu. Dvě fluoresku-
jící ložiska s arteriolou v blízkosti velké artérie. jejíž vnitřní in-
tima září nespecificky (oranžově), Zatímco povrchové vrstvy stěny
vykazují - podobně jako ostatni místa řezu - specifickou fluo-
rescenci. Zvětš. asi 200 krát

Obr. 21

Rez ph’cemi králíka ínfikovaného inhalačně před čtyřmi dny střed-
ně vysokou dávkou viru králičí neurovakcíny. V obrázku je detail
z vícevrstvého bronchu s postiženými a specificky fluoreskujícími
buňkami. Zvětš. asi 800krát

Obr. 23

Cytopatický efekt viru varioly v HeLa buňkách, vizualizovaný po-
mocí IF. Nález za 48 hodin po nízce multiplicitní infekci. Na obr.
v rohu je vidět jednu sekundárně infikovanou buňku. Zvětš. asì
350krát

Obr. 20

Řez plícemi králíka, infikovanélıo před dvěma dny středně vyso-
kou dávkou viru králičí neurovakcíny ve formě aerosolu. Fluores-
cence větvících se bronchiolůı které byly histologicky identifiko-
vány pomocí následného dobarvení hematoxylinem a eozlnem.
Zvětš. asi 650 krát

Obr. 22

Cytopatický efekt viru dermo'vakcíny v HeLa buňkách. vizualizovaný
pomocí IF. Nález za 40 hodin po nízce multiplicitní infekci. Zvětš.
asi 350-_400krát

Obr. 24

Cytopatický efekt viru varioly v HeLa buňkách, vizualizavcıny'ı po-
mocí IF. Typický tzv. proliferativní uzlík. Zvětš. asi 350krát


