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epidemiologie a mikrobiologie, Praha

V souvislosti s praci vénovaunou elektrono-
vé mikroskopickému (EM) priikazu antigenu
hepatitidy B (HBAg) a jeho imunnich kom-
plexi u pacieati s akutnim onemocnénim
i rliznymi chronickymi syndromy (11) jsme
museli p.ekondvat radu techunickych problé-
mi. Nékteré z nich jsme vyfesili experimen-
tdlné, s jinymi jsme se vyporadali cestou zi-
skdvani zkufenosti. I v sou€asné dobé jsou
mnohé diléi otdzky jeSté diskutabilni.

V predklddaném sdéleni, jeZ uvadi nésle-
dviici prici vénovanou podrobhmému pooisu
morfologie sérového HBAg (36), se poku-
sime jednotlivé faze EM vySetfeni u hepati-
tidy B v prehledu popsat a rozebrat. Sleduje-
me pri tom dvoji cil; s pracovuiky =zaiuntere-
sovanych laboratornich obord bychom se
chtdli o své zkuSenosti podélit, klinickym 1é-
kaiim pak chceme metodu natolik pFibliZit,
aby mohli kvalifikované posuzovat vysledky
EM vySetifeni sér svych pacientd.

1. Privcip imuuni EM a metodické pfristupy
riiznych autorii u hepatitidy typu B

EM vizualizace virovych ¢éastic primo v bio-
lozickém materidlu patfi k mnovéjSim tren-
diim diagnostiky (22). Usp&3nost metody je
z4visla na Fadé faktord, jako je rodova pfi-
slu§nost viru, bohatost obsahu virovych ¢&és-
tic v odebraném materidlu, resp. zpasob a
mira jejich koncentrovéani, stuperl odstrané-
ni riznych nedistot aj. Prvai aplikaci EM
v diagnostice virovfch nemoci je prikaz ne-
gativné barevnych (13) poxvirovych, resp.
herpesvirovych té&lisek v koZnim, popfF. sliz-
ni¢nim a nijak zvl4St opracovaném materidlu
od osob v ¢&asném stadiu onemocunéni (58,
55, 46, 47, 30, 45). NavrZeuny zplisob préce je
obecné pfijatou metodou volby p¥i rychlé di-
ferenciaci varioly od varicely (18, 43, 44).
Spolehlivost EM priikazu poxvirovych nédkaz
— oproti ostatnim metoddm rychlé diagnosti-
ky — byla potvrzena také z naSeho pracovisté
(10). Pomoci EM lze detekovat i méné& znadmé
poxviry — vyvolavatele napf. orf-u nebo mol-
luscum contagiosuvm (22). VSeobecné se tvrdi,
7Ze koncentrace ¢&4stic v materidlu musi pre-
sahovat 10° v 1 ml pfisludnych suspenzi.

Negativni barveni bez  pouZiti protildtek
k shluknuti télisek bylo zprvu pouZito rov-
néZ pfi prikazu HBAg (9, 33, 7); &4stice by-
ly ze séra zahu3tény ultracentrifugaci. Snad-
nd sedimentace rubello-protildtkovych imuun-
nich agregatd pri 12000 G (12) a prikaz

cirkulujicich imunnich komplexi HBAg pii
zrychleni kolem 20000 G (2) se staly podné-
tem pro S8irSi rozpracovdni EM diagnostiky
hepatitidy B (5, 19, 15, 32, 62, 53, 60, 29, 21,
57, 51, 48, 61, 16). Vyznamunym vysledkem
prace tohoto obiobi je pozdg&ji potvrzend hy-
potéza (19, 37, 60, 20, 1,), Ze Dane-ovy &éstice
(ddle DC) predstavuji infek&ni virus (virion)
hepatitidy B. Pfispénim k tomu jsou —vedle Fa-
dy jinak zaméFeanych praci — i nékteré nové
EM studie (49, 31, 54). EM prikaz antigen-
-protilatkovych komplexi ¢i znédzornéni viro-
vé protildtkovych agregdtii, vzniknuvsich az
po pridani specifickych protilatek, se ozna-
¢uje ndkdy obecngjdim nézvem ,imunni EM";
zpravidla vSak se obsahem imunni EM mysli
tento druhy pripad.

Priddvani monospecifickych antisfér k vy-
getFfovanému ‘materidlu méa vyznam nejen ja-
ko modus umoZiiujici zakoncentrovani céstic,
ale soucdasné i jako princip imunologického
uréenl vrovych drubd; tim lze rozliSit. po-
kud nejsou k dispozici jiné a jednodussi imu-
nologické metody, i plivodce identické morfo-
lozie s rozdilnou antigenni vybavou. Nejroz-
sahlejsi vyuZiti tohoto zpilisobu préce lze evi-
dovat — v lidské patologii — v préaci s tzv.
fekdlnimi antigeny (27, 17, 23), kterd nako-
nec vedla aZ k morfologickému a imunolo-
gickému poznédni obou typll lidské akutni vi-
rové gastroenteritidy (40, 28, 39), a zejména
pak i hepatitidy typu A (25). JeSté v soufasné
dobé& je imunni EM vychozi metodou k za-
vadéni jednodu3si diagnostiky téchto nemoci.
Te pochopitelné, Ze pri préaci se stolicovymi
filtrdty se detekuiji také adenoviry a pfrile-
Zitostné i eunteroviry (22). Imunui EM byla
uZita dokonce k rychlé serotypizaci entero-
vird (6).

Imunni EM neni vSak doménou metodolo-
gie rychlého prikazu virli pouze ve fekdlnich
extraktech. V posledni dob& jsou publikové-
ny studie o moZnosti priikazu respira&nich
virlh pomoci EM za ptidavku specifickych
imuunich sér k materidlu z vytfepanych vy-
térd. Informativai zprdvy se tykaji sice vétsi-
nou neopouzdienych rinovirii (381 a adeno-
virGk (23), avSak pozdéjsSi sdéleni zahrnuji
vedle téchto obou i myxoviry, paramyxo-
viry, coronaviry a reoviry (24, 50, 22). Vedle
toho je moZné identifikovat virové céastice
v sed’'mentech media nebo v suspenzich buné&k
z tkéafovych kultur vykazujicich cytopaticky
efekt béhem izolaéniho pokusu (22]).

Je celd Fada modifikaci zpracovdni mate-
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ridlu k EM prikazu HBAg (pfesnéji HBsAg)
a jeho imunnich komplexd. Upln4 vétsina au-
tort barvi centrifugované a promyté sedi-
menty Céastic, resp. jejich agregédtd, je vsak
navrZena také jednodus$i, avSak — jak uké-
Zeme niZe — méné& spolehlivd techunika pfi-
pravy materidlu k barveni a mikroskopova-
ni (41); zde se barvi otisky vySetfovaného
materidlu, sejmuté na sitky s povrchu Fidké-
ho agaru. Vé&tSina autori vyhodnocuje sedi-
menty &&stic z 2 alikvotd vySetfovauného vzor-
ku, a to jednak ze vzorku smichaného s pro-
tilatkami, jednak bez protildtek s pouhym
PBS; néktefi (29, 48, 51, 52) vSak vySetfuil
pouze vzorek bez pridavku protilatek, zatim-
co napf. Gudat a sp. (31) pouZivaji — pf¥i
stanoveni hustoty ¢&éastic a jejich morfo-
logického diferencovdni — jen material
s pridanymi protildatkami. Rovné&Z velikost
zrychleni 1? 000. G nouZivali Cross a sp. (17),
zrychleni pfi centrifugaci smési a jejich vy-
myvani ve znatném rozpéti kolisd. NejniZsi
se zrychlenim okolo 20000 G pak zpracoval
nejvétsi pocdet autord (2, 4, 32, 29, 48, 31);
zrychleni 24000 G volili Gust a sp. (32),
40000 G pak Barker a sp. (7) a Jokelainen
a sp. (37). Vysoké zrychleni 50000 G nebo
55000 G po jednu hodinu pouZivaji Stannard
a sp. (51) a Woolf a sp. (59). Znckerman
(62) zavedl centrifugaci- p¥i 25000 G pro
vzorky s pfidanymi protildtkami a 45000 G
pro vzorky pri pfimé EM. Je diskutabilni, kte-
rd volba je optimAlni z hlediska nejvétsiho
z&chytu &astic HBAg a dosaZeni potfebné Cis-
toty vySetfovanych sedimentli za souCasné-
Lo vylouéeni jejich pfipadné spontduni asre-
gace. Znac¢né veliké variace existuji samo-
zfejmé& rovnéZ v samotné technice nesativni-
ho barveni a pfi mikreskopickém vyhodnoco-
vani vysledkd.

VSechuny shora  uvedené udaje se tykaly
morfologie komplexii povrchového antigenu
{HBsAg). U hepatitidy v3ak existuje je3té dru-
hy antigen-protilatkovy  systém, vézany
k vnitinfmu antigenu DC, k tzv. HBcAg. Sy-
stém HBcAg-anti-HBc popsali jako prvni
Almeida a sp. (4) a rozpracovali jej pak Stan-
nard a sp. (52) a Barker a sp. (8); novéji
se problematikou zabyvd nap¥f. Budkowska
(14). Te tFeba podotkuout, Ze 'volny HBcAgZ
se v séru nevyskytuje (nebo alespoii tu ne-
byl prokédzén), profeZ také se v séru nemo-
hou vyskytovat ani jeho imunni komplexy.
HBcAg k EM testovani se ziskdvd bud roz-
volngnim povrchového pouzdra DC v zakon-
centrované suspenzi s pomoci detergentl (4,
42) nebo separaci nahych nukleokapsid viru
z infikovaunych, vétSinou lidskych, popt. opi-
¢ich jater (34, 14). Takové suspenze HBcAg
lze uZit k testovdni prisluSnych protilitek
v séru nékter¢ch pacientfi, zejména s chro-
nickymi formami hepatitidy B. Praktické
vplatnéni této metody v diagnostice nelze
ovSem ofekdvat pro nérocénost piipravy sus-
penze vnitfk@ DC a rovnéZ proto, e dnes jsou

pro detekci anti-HBc k dispozici jiZ jednoduSs-
81 metody, neZli je EM.

2. Postup p¥ nrvni f5zi metodv EM vv§etieni
sér na HBAg a jeho imunni komplexy

V7zorky sér ur&ené k vvietFeni po tischovd
1 mdsic aZ 3 roky p¥i —20 °C jsme nejd¥ive
vZdv pFefistili centrifugaci; zprvu jsme pra-
covali pfi 2500 rpm po 30 min.,, pozd&ii —
k lepSimu od<strangni p¥ipadn§ch linidd ze
sér — isme zvySili hodnoty aZ na 10000 rpm.
Poté bvly vzorkv rozdéleny na 2 alikvity po
0.5 nebo 0.25 ml; k prvnimu z nich bvl p¥i-
dsn stein? onhiem fnsfatového fvziolozického
roztokn (PRS) pH 7.2, kK druhému ty7 obiem
prase®ich protilstek k HBsAg (anti-HBs),
produkovanyech USOU Praha, v Fed&ni 1:2.
Po ro7michsni bvly smé&si inkubovédny pftes
nor p¥i +4 °C. Od této fize se 1i&il ponstvp
podle toho. bylo-li pracovdno s tzv. centri-
fuea®ni nebo otiskovou metodou pFipravy
vzorkd.

a) Dal§i postup ceutrifuga&ni metodou

Rédno bylv oba vzorky doplné&ny do obije-
mn 2 ml s PBS a centrifugovény za chladu pfi
25000 G po iednu hodinu ve stfedn& obrat-
kové odst¥edivce MSE-25, ovpatiené vykyv-
nym rotorem se Sesti pouwzdry. Supernatant
bvl odsit a k sedimentu p¥iddno — do obou
zknmavéitek ka?dého materidlu — po 2 ml
PBS. Po emulgaci byla centrifugace pii 25 000
G opakovina; supernatant bvl znovu odsait a
sediment resuspendovadn do 0,05 ml PBS. Ta-
to kone*n4q suspenze bvla smich4dna ana par-
tes s 6% Kkyselinou fosfowolframovou, pH 6,5
a sm@&s nanesena na 2—3 formvarem potaZe-
né a pouhlikované sitky o 400 otvorech a
prim&ru 3 mm. Materidl ze sit8k se odsél
filtra®n"m napirem. sitkv se ozAFily 1TV svét-
lem (30 W) ze vzdélenosti 1,5 m po 5 minut
a preparaty bvly prohliZzeny v elektronovém
mikroskopu JEM 7A pfi 80 kV.

b) Dalsi postup otiskovou metodou

Smési vySetfovaného materidlu v alikvotech
s PBS a s anti-HBs, inkubované pfes noc pfi
+4 °C, byly bez dalSiho dotfedovéni a opra-
covdvdni nakdpnuty na 0,8% asarovy gel,
na povrch pfislusného poctu kapek se opatrné
ptiloZily povrchem doldl formvarem potaZené
a pouhlikované sitky a ty byly nechény pfi
pokojové teploté tak dlouho (obvykle 30 mi-
nut), aZ se voda z kapky vy3etfovaného ma-
teridlu tplng& vsikla do gelu a na sitkach se
vytvoril otisk z biologického 'materidlu na
vrchu agaru. Po zaschnuti preparatii se na-
kapl na povrch sit&€k 6% roztok kyseliny fos-
fowolframové pH 6,5, za 30—60 sekund se
tato kyselina odséla filtradnim papirem, pre-
pariaty byly ozdfeny UV svétlem a prohliZeny
v EM.

Pri pokusech o srovndni ceuntrifugatni a
otiskové metody pfripravy vzorkii pro EM byl



ROCGNIK XLVTI. 1978, &. 1

VOTENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY 33

tedy kazdy vzorek séra prohliZzen v "mikro-
skopu 4x:2x ve smési s pouhym PBS a 2x
ve smési s dodanymi protildtkami anti-HBS.

3. Hodnoceni néalezii v EM

V elektronovém mikroskopu jsme vZdy hod-
notili prfedevS§im hustotu ¢astic HBAg, dale
pak vzajemné zastoupeni ¢astic podle typu
a kone®né jejich prostorové uspofadéani, resp.
rozmisténi.

a) Hustota &astic

Oznadovali jsme ji kfizky na kazZdé sitce
zvlast a nakonec jsme stanovili (rovnéZ kriz-
ky) primérnou hustotu éastic v kazdém vzor-
ku. Hustotu zhodnocenou +++ jsme oznacili
tehdy, jestliZe ve vétS$iné zornych poli vé&tsi-
ny siték byly pFitomny Cetné Céastice HBRAg,
nebo na kazdé sitce byly velké pocty Céastic
agregovanych v komplexech. Hustotu zhodno-
cenou ++ jsme oznadili tehdy, jestliZe Césti-
ce byly pfitomny ¥idce ve v8ech zornych po-
lich siték nebo v relativn& zna¢ném poctu
v komplexech na kaZdé sitce. Hustota na +
byla reprezentovdna malym poctem ¢éastic jen
v nékterych zornych polich nebo nevelkym
poétem d&4astic v jednotlivjch komplexech na
prislusnych sitkdch. Otaznikem byla oznace-
na hustota na + tehdy, kdyZ partikule nevel-
kého pof¢tu nebylo moZuo s jistotou identifi-
kovat jako &é&stice HBAg.

b) Zastoupeuni jednotlivich typi &astic
v preparatu HBAg

Pro stanoveni podild jedunotlivich morfolo-
gickych forem HBAg (malych okrouhlych
¢astic okolo 20 nm, vldken téhoZ priafezu aZ
nékolik set nm dlouhych a kulatych viru po-
dobnych DC s primérem 42—45 nm — viz
(36, 11) jsme zprvu rovn&Z meéli vypracovan
semikvantitativnhi hodnotici systém s kFiZky.
Diferencovali jsme podil DC a vldken oproti
malym, obvykle zcela prevalujicim ¢&4sticim.
Zastoupeni vldken jen vyjimetn€ dosahovalo
asi 10 % a zastoupeni DC prakticky nikdy ne-
presihlo 5 % vSech &astic. JestliZe proporce
DC (popf. vldken) byla relativnd vysoka, tj.
nad 2 % a obvykle pod 5 % v3ech ostatnich
¢astic, byl nédlez ozna®ovaun jako ++*. Jestli-
7e zastoupeni DG (vldken) bylo niZsi, ale pra-
videlné, tj. v prim&ru okolo 1 % p¥fi rozsahu
od asi 0,5 do 2 %, byla proporce ozunafovéana
++. PFi vyskytu ojedinélych resp. zcela oje-
dinglych DC (vldken) mezi malymi kulatymi
gAsticemi, coZ odpovida podilu pod 0,5 % aZ
témé&r k uule, bylo pouZito oznafeni +. Pfi
neiisté morfologické identifikaci zcela ojedi-
n&lych D& (vldken) bylo oznadeni + doplug-
no otaznikem.

Od roku 1977 jsme zavedli — poknd to
hustota ¢4stic dovolovala — pfresny percen-
tuélni rozpocet jelinotlivych &4stic HBAg (48,
59). Diferencujeme nejméné& ze 400 C{astic
v obojim alikvotu séra, tj. bez protilatek

i s protildtkami anti-HBs, av3ak podil vyjadfu-
jeme procentem jejich vyskytu v alikvotu
s anti-HBs, nebot ten zabezpetuje ziskédni re-
prezentativnéjS§iho vysledku; v piipad& roz-
porného nédlezu diferencovéini, a zejména pfri
vétsim nédlezu DC a vldken v alikvotu s pou-
hym PBS, koricujeme kone€uny zavér prove-
denim primérnébo percentvuilniho zastonpe-
ni &astic v obou alikvotech (bez i s anti-HBs).

c) Vzajemvwé uspoiadini ¢astic v prepara-
tech HBAg

Castice HBAg se vyskytuji v séru v rizném
uspofddéni. Poneivice je vidime homogenné&
dispergované, avSak v Ffadé& pripadd se mani-
festuji v aegregédtech, jeZ se oznaduji jako
imunni komplexy HBsAg-anti-HBs. Imununi
komplexy mohou byt rizué velké — od ma-
Iych (s 5 aZ nejvice asi 30 &asticemi) pftes
stfedni (s 30 aZ 200 &asticemi) aZ po velké
nebo obrovské (s vice neZ 200 a d&asto
i s munoha tisici ¢astic). Malé imunni agregé4-
ty nazyvadme komplexy typu ,pFebytek anti-
genu“, velké typu ,prebytek protilatek“. Za-
timco komplexy prvniho typu se vyskytuji
v jinak neopracovanych sérech pacientl s an-
ticenémii pomé&rné& d&asto, cirkuluiici kom-
plexy typu ,p¥ebytek protildtek“ zachycujeme
pouze vyiimecn&. (V alikvotech sér, k nimZ
byly pfiddny anti-HBs, vidime vé&t$inou kom-
plexy typu ,pfebytek protilatek“.)

Abvchom né4zorn& demonstrovali vztah me-
zi velikosti komplexfi a mnoZstvim protil4-
tek k povrchové komponentd HBAg, provedli
jsme experiment, v n&mZ k séru vybraného
pacienta s homoegenné& distribuovanymi &4sti-
cemi antigenu bvla ptiddna sériovd Fedéni
komer&nich anti-HBs. Po inkubaci pfi +4 °C
byly pfislusné smési 2krat centrifugovény a
konetné sedimenty po resuspendaci barveny,
jako se piSe v oddile 2. Nélezy jsou zapsiny
v tabulce 1 a sv&d&i pro to, Ze na koncentra-
ci anti-HBs zAvisi nejen velikost, ale i po-
¢etnost vytvofenych imunnich komplexd.

ProtoZe jsme jiZ od zatatku prace zjistova-
li, Ze homoegenné& dispergované preparaty
HBAg od riiznych pacienti nejsou pFiddnim
standardniho mnoZstvi anti-HBs agregovéany
stejnou ms&rou, zavedli jsme pifi EM vySetio-
védni kaZdého vzorku séra od pacientii dvoiji
zpracovdni — bez ptiddni a s doddnim anti-
-HBs; protildtky ptiddvdme vZdy v nadbytku
(v fed&ni 1:2). Alikvot séra s dodanymi pro-
tilstkami zajiStuije jakousi pozitivni kontrolu
k hodnoceni ptritomnosti a charakteru kom-
plexi HBsAsg-aunti-HBs ve vySetfovaném séru,
resp. v tom z jeho obou alikvotli, k némuz
pFiddme pouhy PBS; tyto komplexy nazyvidme
cirkulujicimi. -Rozdilnd asgregovatelnost riz-
nych sér, obsahuiirich korpunsknlarn{ antieen,
dodanymi protildtkami anti-HBs je nejspiSe
asi podminéna variacemi antigenniho subty-
p" HBsAg; v dosavadnich komeré&nich proti-
ladtkdch neni totiZ zastoupeni subtypovy§ch
anti-HBs rovnomé&érné, nebot se zatim nekon-
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troluje vychozi smé&sny materiél, uréeny k pu-
rifikaci pfed imunizaci prasat. Je samozfejmé,
Ze vysledek imununi EM ovliviiuji i dal3i fakto-
ry, jako jsou napf. rtzné cirkulujici paciento-
vy protildtky k ostatnim komponentdm DC,
nédhodné a technické chyby pri sloZité pre-
paraci materidlu a j.

4. Pokusué srovnani ceuntrifugatni a otiskové
techniky pfipravy materidlu k EM vysSetieni
u hepatitidy B

Tyto préace jsme provedli k odpovédi na
otazku, zda by nebylo moZno néro¢nou ultra-
centrifuga¢ni pripravu materidlu nahradit
jednodusSim postupem. Celkem jsme soub&Zné
zpracovali ceuntrifugaéni a tzv. otiskovou
technikou 17 sér od 11 pacienti. Vyhodno-
covali jsme hustotu ¢&4stic, zastoupeni jeduno-
tlivgch typi &astic (zejména DC) a pritom-
nost ¢&i nepritomnost imunnich komplexi,
cirkulujicich i vzniklych in vitro po pridani
anti-HBs.

Pouze v jediném experimentu se tfemi vzor-
ky séra od pacienta s chronickou hepatitidou
byly vysledky otiskové techniky po kvantita-
tivni stradnce lepSi, neZli tomu bylo u nélezili
pri centrifugacni technice pFipravy materidlu.
Jak expost hodnotime, doSlo zFejmé pfii centri-
fugovéni k techunické zavadé. Ve dvou dalSich
experimentech (vZdy se dvéma vzorky sér)
byly vysledky kvantitativné viceméné shodné
pfi obou techunikédch. S 10 vzorky sér v péti
dalSich experimentech byly vysledky pfi otis-
kové technice v kvantitativnim EM vyhodno-
ceni podstatné& hor3i neZli u techniky centri-
fugaténi. Ve vS8ech srovnavacich vySetie-
nich, a to i tam, kde kvantitativnh& byly vy-
sledky lepSi technikou otiskdi, bylo sloZeni
¢astic HBAg objektivnéjsi u techuniky centri-
fugaéni. To se tykd zejména nédlezli a dife-
renciace €4astic ve vzorcich bez protilatek, te-
dy ve smésich vy3etfovanych sér s PBS. P¥i
vSech srovndvacich experimentech byla mor-
fologie &éastic podstatné lep3i a vyrazné&jsi
u centrifugaéni techniky; naopak pfi otiskové
technice byly v zornych polich velice &asté
nedistoty, které prekryvaly Castice HBAg, ze-
jména jednotlivé se vyskytujici, pricemz
i ostriivky agregétii, ohrani¢ené elektron-den-
znim balastem, byly jakoby zastfené a nevy-
razné.

Ke koukrétné&jsi predstavé o nékterych roz-
dilech v kvantité nédlezi u obou metod zpra-
covani vzorkd pro EM jsme shrnuli v tabulce
2 udaje ziskané vySetrenim péti typitéiSich
vzorklli od péti pacientll. Na zdklad& t&chto
nélezli a zejména se zietelem na shora uve-
dené zkuSenosti jsme ucinili zavér, Ze k se-
ri6zni préci je treba otiskovou techniku od-
mitnout, a to i pfesto, Ze je jednodu3si a méné
pracna - neZli postup s dvoji centrifugaci.

5. Imunni EM jako metoda detekce HBAg

Centrifugacni technikou imunni EM jsme
vySetfili Fadu -sér od pacientd, ktefi — po

vyznaéné antigenémii — zacali vykazovat
v CIEP negativni nebo nejisty vysledek. Pouze
v poloviné téchto vzorkdi byla detekce HBAg
pomoci imunni EM (v alikvotu s pfFiddnim
anti-HBs) tsp&Snd. To svéd®¢i pro néazor, Ze
imunni EM je ien nemnoho citlivéjSi detek&ni
metodou na HBAg neZli mélo citlivd CIEP.
V tomto smyslu nesouhlasi naSe zkuSenosti
s poslednimi zprdvami z W. H. O. (56), kie
imunni EM k detekci HBsAg se zafazuje mezi
metody znaéné citlivé.

6. Zavéretny komentay

Domnivdme se, Ze jsme vypracovali vcelku
spolehlivou metodu EM vyhodnocovéni sér
od pacienti s pozitivnim HBAg. Pfesto Fada
detaild i zadvaZnéjSich otdzek si zasluhuje do-
pliiujici vyklad nebo komentér.

Za definitivni povaZujeme z4véry provede-
né ze srovndni tzv. centrifugaéni a otiskové
techniky pfripravy preparatii k mikroskopové-
ni. Je tfeba d4at pfednost kvalité odeétu (kte-
ry uvmoZiiuje dvoji ceuntrifugace smési vySetfo-
vanébo séra s protilatkami resn. s PRS1 p¥ed
jednoduchosti pripravy otiskovych preparéati
z povrchu agaru. I pfes vymyti zna&ného
mnoZstvi balastu dvoii centrifugaci p¥i 25 000 G
jsou v3ak né&kdy obtiZe s nedistotami, jeZ
mohou prekryvat jednotlivé #4stice HBAg ne-
bo jejich malé agregéty (35).

Jednozna&né stanovisko zastdvdme také
v otdzce uschovy sér a jejich ,pretistovani®
pfed EM vySetfenim. Podobné jako napt. Niel-
sen a sp. (48) a jini uchovdvdme séra ve
zmrazeném stavu, nebot se domnivdme, Ze se
zdaleka nemiiZze za takovych podminek uplat-
niovat fenomén spontdnni (nespecifické, fa-
leSné) agrecace céstic, jako je tomu nap¥.
pfi +4 °C; dschova sér v nativnim stavu, byt
jen unékolikamési¢ni, mohla byt jednim z fak-
tordi, které podminily vysokou incidenci tdaj-
nych imunnich cirkulujicich komplexfi v se-
stavé sér Stannardové a sp. (51). Pokud se
tyka klarifikace sér pfed jejich smichivinim
s anti-HBs, resp. s PBS a celonot¢ni inkubaci
pfi +4 C°, ustédlili jsme postup na kréatkodo-
bé centrifugaci vzorkii, uréenych k vy3etfeni
pfi 10000 rpm. (Referen¢ni protildtky anti-
HBs vSak prefi§tujeme pfi vysokych otackéch,
tj. 18000 rpm po 30 minut.) Pdvodné& jsme
séra ptediStovali nizkoobrédtkovou centrifuga-
ci (2500 rpm po 15 min.), museli jsme v3ak
otadky zvysit, nebot v Fad& vzorkd zlstdvalo
mnoho nedistot, zejména lipidd. Na druhé
stran& ov3em chceme varovat p¥ed klarifikaci
sér pfi vysSich otdckéch neZli 10 000 rpm, ne-
bot existuje riziko, Ze pfipadné pfitomné kom-
plexy HBsAg-anti-HBs, zeiména pokud by byly
vétS§ich rozmérl,, nechténé& ze sér odstranime.
Vzhledem k tomu’ uvaZujeme o tom. Ze prové-
fime moZuost sniZeni ot4déek na 6000. Chté&ji-
ce se vyhunout ptetiStovdni vzorkli sér cen-
trifugact, pokou3eli jeme se extrahovat lipi-
dy z nich pomoci riiznych tukovych rozpousté-
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del. Zamér se ndm vSak nezdafilo realizovat,
nebot vétSina latek sérum zkalila (zdenatu-
rovala bilkoviny) nebo zavinila ztrdtu morfo-
logické integrity ¢4astic HBAg; tento druhy
fenomén byl zrejmé podminén rozpusténim
lipidické frakce zabudované v HBsAg, €imZ
doslo k vymizeni ¢dastic. Zatim jsme nezkou-
Seli opracovani sér trichloro-trifluoroetanem
(napF. Freonem TF).

Diskutabilni otédzkou je centrifugaéni zry-
chleni, které volime pfi sedimentaci, resp.
pii omyvani Castic HBAg a jejich komplexit
s protildtkami v té fazi zpracovani materidlu,
kdy kon¢i inkubace smési vySetfovauného séra
s anti-HBs, resp. s PBS. Hlavni riziko spoé&iva
podle naSeho néazoru v tom, aby zbytetné& vy-
sokym zrychlenim nenastdvala nespecificka
{faleSnd) agregace <&astic. Naopak zase pri
nizké odstfedivé sile nesed:mentuji vSechny
jednotlivé ¢astice HBAg homogenné distribuo-
vané ve vySetfovaném séru; ztrata téchto &a-
stic pak vyrazn& zkresluje hustotu i sloZeni
partikuli v alikvotu séra s PBS. Jak je zfej-
mé z popisu v oddile 2, zvolili jsme stfedni
zrychleni 25000 G, nechté&jice riskovat (pre-
devSim) moZnost vzniku faleSnych ,imun-
nich“ komplexil; m'kroskop JEM 7A nem4 totiZ
takovou rozliSovaci schopnost, kterd by do-
volovala spolehlivé odliSit nespecifickou agre-
gaci Castic od specifické v imunnich kom-
rlexech, nebot neumoZiiuje vizualizovat ony
pii¢né ,mistky“ mezi naléhajicimi &&sticemi,
které jsou predstavovany protildtkovymi mo-
lekulami (3, 4). Naproti tomu se ndm nezdéa-
lo velkou chybou to, Ze pfi relativaé nevy-
sokém zrychleni ztrdcime €4st partikuli jed-
notlivé se vyskytujicich ve vzorcich, k nimz
se priddvd pouhy PBS; hustotu i rozpodet
vSech tri typd Castic HBAg miZeme totiZ sta-
novit v alikvotu séra, k némuZ priddvame
anti-HBs. Stojime pfed rozhodnutim, zda by-
chom neméli volit dvoji odstfedivou silu, niz-
81 (25000 G) pro vzorky s anti-HBs a vyssi
(45000 G) pro vzorky bez nich (viz 62, 54).

Domnividme se, 7e neni tifeba zvlasté zda-
raziiovat, Ze resuspendace sedimentii po prv-
ni centrifugaci smési .sérom + anti-H3s*
a ,sérum + PBS“ pFi 25000 G musi byt pro-
vddéna Setrné a relativné dlouho, a nikoliv
brutdlné nebo ledabyle. NedodrZeni techunické
preciznosti v této fazi prdce miiZe zaviiiovat
hrubé variace ve vysledcich. TotéZ se tyka
kontrastniho barveni. Tady nejvic zaleZi na
SarZi barviva, vyzkouSeni jeho optimélni kon-
centrace, pH, atd. (35). Vzhledem k novym
zkuSenostem rlznych autori bychom chtéli
Casem pfejit na jiné prostfedky negativniho
barveni, neZ je Kkyselina fosfowolframova
(napf. ammonium-molybdendt nebo Kkyselina
silikowolframova /35/).

Pokud se tykd hodnoceni EM nélezd, jevi
se ndm jako dtileZité zabezpefeni co nejvét-
Si objektivizace p¥i odetitdni. Metoda EM vy-
Setfovéni je totiZ relativné sloZitd a naroc¢né,
mé ridznéd technickd dskali, v§sledky zd&asti

zdviseji na vychozi kvalité vySetfovaného sé-
ra, kromé toho na sitky pfijde relativné maélo
materidlu atd.; to vSechno prindsi moZnost
zna¢né variace vysledki.

Hodnoceni hustoty &éastic stadi provadét —
podle naSeho minéni — za pomoci stupnice
s krFiZky. Doporulujeme hodnotit z alikvotu,
k némuZ byly priddny anti-HBs. Obvykle je
hustota v tomto alikvotu znac¢né vyS$Si neZli
v alikvotu s pouhym PBS. Ddvody toho byly
vysvétleny v jednom z predchézejicich odstav-
cl a rovnéZ uz v oddile 3.

"RovnéZ diferencovdni podild jednotliv§ch
typd c¢éastic provddime primdrng v alikvotu
séra s pridanymi anti-HBs. Zdsadné& se snaZi-
me stanovit presné procento jednotlivych mor-
fologickych forem HBAg. Z nich nejdileZit&jsi
je — pro prognézu — podil DC (marker vi-
rulence); nad 2 % se oznaduje jako vysoky
a nepriznivy, v rozmezi od 0,5 do 2,0 % jako
stfedni, resp. primérny, pod 0,5 % jako niz-
ky, resp. prognosticky priznivy (48, 11). Mi-
Ze se stéat, Ze v alikvotu séra s dodanymi pro-
tilatkami je nizky podil DC a v alikvotu s pou-
hym PBS je — pFi niZ8i hustoté — relativné
vysoky podil DC; v tomto pfipadé miZeme ko-
rigovat néalez v alikvotu s protildtkami néle-
zem z pfimé EM (obvykle na priimérnou hod-
notu).

Diferencovéani jednotlivych typl ¢astic HBAg
pfi jejich nizké hustoté je ovSem dost chou-
lostivy problém. Zejména to plati tehdy, kdyZ
nelze stanovit podily pfFisluSsnych morfolo-
gickych forem HBAg z celkového pod&tu asport
200 (lépe 400) d&astic, jak je predepsadno. Za
takové situace — pokud je to jeSt& moZné —
doplilujeme vySetfeni o prohlédnuti dalSich
siték a v Zddném pripadé nevyjadfujeme zé-
vér stanovenim percentuélniho podilu ¢&&stico-
vych typd, ale pouze semikvantitativné (kiiz-
ky) pri zdliraznéni toho, Ze jde o nizkou hus-
totu ¢&4&stic v prepardtu. Druhd moZnost je
z—3krat zakoncentrovat takovy materidl (31),
k &emuZ je ovSem potfebné mit vhodné po-
miicky (Minicon, Osterhoud, Holandsko), kte-
ré zatim nejsou k dispozici.

Pritomnost cirkulujicich komplexi HBsAg-
-anti-HBs odec¢itdme vyhradn® 2z preparati,
které byly pofizeny z alikvotu vySetfovaného
séra smichaného s pouhym PBS. Vzhledem
k datim tabulky 1 hodnotime nejen velikost
imunnich komple&tt (od obrovskych pies vel-
ké ke stfednim a malym), ale i jejich potet.
Pri zdvéretném hodnoceni pfitomnosti a cha-
rakteru komplexti (od +++ do + resp. +?)
pfihlédneme rovnéZ k obrazu, ktery je v ali-
kvotu séra, k némuZ byly priddny anti-HBs.
Jak bylo ukézéno v predchézejici diagnostické
studii (11), je hodnoceni pritomnosti imun-
nich komplexli sloZitou otdzkou. U akutnich
a sterilni imunitou kondéicich hepatitid typu
B se imunni komplexy vyskytuji spiSe jen
kratkodob& a v obdobi kolem vrcholeni kli-
nického obrazu nemoci. Ve srovnini s mar-
kerem DC nem& jejich pritomnost &i nepii-
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tomunost zvlaStni prognosticky vyznam; do-
kazuje jen to, Ze organismus je schopen od-
povidat na pfitomnost HBAg tvorbou protila-
tek k jeho povrchové komponenté. U chro-
nickych forem onemocné&ni dovoluje pretrva-
vajici vyskyt imunnich komplexli, vdzany na
silné nebo stfedn& pozitivni marker DC, vy-
Fknout soud o nepfiznivé progndze. Na druhé
stran& stabilizovand a trvald nepfFitomnost
imunnich komplexi v ob&hu dovoluje stano-
vit diagnézu imunologické tolerance organis-
mu na virus, resp. jeho povrchovy antigen.
Imunologickd snésSenlivost k HBsAg miZe byt
geneticky determinovdna nebo indukovéna,
napf. imunosupresivni léEbou. PFi geneticky
podminé&né toleranci na HBsAg a chybéni zné-
mek poSkozeni jater mluvime o pravém bez-
pfiznakovém nosistvi HBAg; v tplné vétsi-
né je vadzdno k negativnhimu nebo slabému
markeru DC. Existuje v3ak celd 3kéla forem
chronické hepatitidy B a dosud neni jasno,
zda komplexnim hodnocenim opakované& pro-
vedeného EM vySetfeni bude moci byt odli-
Sena — bez bioptickych vySetfovdni — aktiv-
ni (agresivni) forma od prognosticky benig-
nich, tzv. persistentnich forem.

Fovani preparati UV svétlem se nesmi piekro-
¢it (v pripadé pouZiti lampy 30 W a vzdéle-
nosti 1,5 m) interval 5 min., nebot jinak do-
chazi k morfologickému poSkozeni ¢&4stic.
K dezinfekci se pouZivd 5% chloramin nebo
Cerstvé pripraveny 0,1% Persteril se sapona-
tem Corona (ke zmirnéni antikorozivniho
GCinku); pomficky dezinfikované Persterilem
v z§péti oplachujeme destilovanou vodou, aby
nedochédzelo ke korozi kovového materialu.

Souhrn

Obsahem pfedloZeného sdéleni je metodic-
kd problematika EM priikazu HBAg a imun-
nich komplexd jeho povrchové slozky (HBsAg)
s prisluSnou protilatkou. Srovnani pomérnd
ndro¢né ceuntrifugadni a jednoduché otiskové
techniky pfipravy materidlu pro EM vySetieni
pfineslo vysledky, které jednoznacné mluvi
ve prospéch centrifugaéni metody. V prispév-
ku je také popsdn zplisob hodnoceni nélezii
v EM (stanoveni hustoty ¢&4stic, zastoupeni
jedunotlivych morfologickych forem HBAg a
pritomnost cirkulujicich imunnich komplexi)
a zdasady aplikace vysledkd tohoto vySetfeni

Tab. 1

Zduislost tvorby imunnich komplexit na mno¥stvf pridanych protildtek anti-HBs

Konfigurace ¢&4stic HBAg po inkubaci smési a po promyti
Redéni ;

A : ; Celkovy pocet
pfidanych . . malé agreg stiedni agreg velké &stic*
anti-HBs volné &astice - bt 2% a obrovské agreg. stic*)

(5-30 &4stic) (30-200 ¢4stic) (vice nez 200 &4stic)
1:2 ojedinéle fidce vétiina ojedinéle +++
1:4 ojedinéle vét¥ina Cetnd 0 Hoapri
1:8 &etné Cetné ojedinéle 0 +++
1:16 vétsina getné 0 0 BES o

*) Vychozi vzorek séra (pac. P. M.), smichany s pouhym PBS, obsahoval homogenné dispergované &4stice hustoty + + +

diferencovéni &stic ve vzorku: malé C4stice asi 98 %
vldkna asi 1%
DC méné nez 1%

Stupriovéni: 0, ojedinéle, fidce, Cetn&, vétiina.

NaSe dosavadni zkuSenosti mluvi pro to, Ze
u akutnich hepatitid typu B se ma EM vy-
Setfeni provést ndsledné& a aspoil 2krat
(v obdobi vrcholeni Kklinickych pfiznakd a
biochemickych testl a po zacatku jejich si-
gnifikantniho poklesu), zatimco u chronic-
kych hepatitid je treba vySetfovat najed-
nou aspoii 3 vzorky séra, odebrané v inter-
valech 2 nebo 1épe 3 mésicl. P¥i jednom z 2
poslednich odbé&értt by méla byt provedena
punkéni jaterni biopsie (11).

Zavérem je tfeba se dotknout bezpecnost-
nich otédzek pfi EM vySetfovdni na HBAg.
V3echny operace se provad&ji za uplatn&ni
pfisnych mikrobiologickych kautel. P¥i oza-

k uprestiujici diagnostice hepatitidy typu B.
Je specifikovdna rovnéZ citlivost imunni EM
jako metody detekce HBAg. Vé&tSina pracov-
nich zku3enosti i experimentdlnich vysledkd
je podrobné diskutovdna a konfrontovédna
s metodickymi pi#istupy jinych autord.

Klidova slova: elektronovd mikroskopie -—
HBAg a jeho imunni komplexy — metodické
zkuSenosti.
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