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V Souvislosti S praci věnovanou elektrono-
vě mikroskopickému [EM] průkazu antigenu
hepatitidy B [HBAg] a jeho imunnich kom--
plexů u pacientů S akutním onemocněním
i různými chronickými Syndromy [11) jsme
museli piekonávat řadu technických problé-
mů. Některé Z nich jsme vyřešili experimen-
tálně, S jinými jsme se vypořádali cestou Zi-
Skáváni Zkušenosti. Iv Současné době jsou
mnohé dílčí otázky ještě diskutabìlní.

V předkládaném sdělení, jež uvádí násle-
dující práci věnovanou podrobnému 'popisu
morfologie sérového HBAg [36], Se poku-
Sime jednotlivé fáze EM vyšetření u hepati-
tidy B v přehledu popsat a rozebrat. Sleduje-
me při tom dvojí cíl; S pracovníky Zaintere-
Sovaných laboratorních oborů bychom se
chtěli o Své zkušenosti podělit, klinickým lé-
kařům pak chceme metodu natolik přiblížit,
aby mohli kvalifikovaně posuzovat výsledky
EM vyšetření Sér svých pacientů.

1. Princip imunní EM a metodické přístupy
různých autorů u hepatitidy typu B

EM vizualizace virových částic přímo v bio-
logickém materiálu patří k novějšim tren-
dům diagnostiky [22). Úspěšnost metody je
Závislá na řadě faktorů, jako je rodová při-
Slušnost viru, bohatost obsahu virových čás-
tic V odebraném materiálu, resp. Způsob a
míra jejich koncentrováni, stupeň odstraně-
ní různých nečistot aj. Prvni aplikaci E.Vl
v diagnostice virových nemoci je průkaz ne-
gativně barevných [13) poxvirových, resp.
herpesvirových tělísek v kožním, popř. sliz-
ničním a nijak Zvlášť opracovaném materiálu
od osob v‘ časném Stadiu onemocnění [58,
55, 46, 47, 30, 45). Navržený Způsob práce je
obecně přijatou metodou volby při rychlé di-
ferenciaci varioly od varicely [18, 43, 44).
Spolehlivost EM průkazu poxvirových nákaz
-—— oproti ostatnim metodám rychlé diagnosti-
ky —— byla potvrzena také Z našeho pracoviště
[10]. Pomocí EM lze detekovat i méně známé
poxviry —— vyvolavatele např. orf-u nebo mol-
luscum contagiosum [22]. VVšeobecně Se tvrdí,
že koncentrace částic v materiálu musi pře-
Sahovat 106 v 1 ml příslušných SuSpenZi.

Negativní barvení bez' použití protilátek
k Shluknutí tělísek bylo Zprvu použito rov-
něž při průkazuiHBAg '[9, 33, 7); částice by-
ly Ze Séra Zahuštěny ultracentrifugací. Snad-
ná Sedimentace r'ubello-protilátkových imun-
nich agregátů' při“ 12000 'G- [12]“"a průkaz

cirkulujicich imunnich komplexů HBAg při
Zrychlení kolem 20000 G [2) Se staly podně-
tem pro širší' rozpracováni EM diagnostiky
hepatitidy B [5, 19, 15, 32, 62, 53, 60, 29, 21,
57, 51, 48, 61,16). Významným výsledkem
práce tohoto obdobi je později potvrzená hy-
potéza [19, 37, 60, 20, 1,), že Dane-ovy částice
[dále DC] představuji infekční virus [virion]
hepatitidy B. Přispěním k tomu jsou-vedle řa-
dy jinak zaměřených praci - i některé nové
EM Studie [49, 31, 54). EM průkaz antigen-
--protilátkových komplexů či Znázorněni viro-
vě protilátkových agregátů, vzniknuvších až
po přidání Specifických protilátek, Se ozna-
čuje někdy obecnějšim názvem „imunni EM“;
Zpravidla však Se obsahemimunni EM mysli
tento druhý případ.

Přidávání monospecifických antisfér k vy-
šetřovanému A'materiálu má význam nejen ja-
ko modus umožňující Zakoncentrováni částic,
ale Současně i jako princip imunologického
určení v`rových druhů; tim lze rozlišit. po-
kud nejsou k dispozici jiné a jednodušší imu-
nologické metody, i původce identické 'morfo-
logie S rozdílnou antigenni výbavou. Nejroz-
Sáhlejši využití tohoto způsobu práce lze evi-
dovat —— V lidské patologii —— v práci S tzv.
fekálnimi antigeny [27, 17, 23), která nako-
nec vedla až k morfologickému a imunolo-
gickému poznání obou typů lidské akutní vi-
rové ,gastroenteritidy [40, 28, 39), a Zejména
pak i hepatitidy typu A [25]. [eště v Současné
době je imunní EM výchozí metodou k za~
védéni jednodušší diagnostiky těchto nemoci.
le pochopitelně, že při práci Se Stolicovými
filtráty se detekuji také adenoviry a přile-
žitostně i enteroviry [22). Imunní EM byla
užita dokonce k rychlé Serotypizaci entero-
virů [6).

Imunní EM není však doménou metodolo-
gie rychlého průkazu virů pouze ve fekálnich
extraktech. V posledni době jsou publiková-
ny studie o možnosti průkazu respiračních
virů pomocí EM Za přídavku specifických
imunnich Sér k materiálu Z vytřepaných vý-
těrů. Informativní zprávy Se týkají Sice větši-
nou neopouzdřených rinovirů [38) a adeno-
virů [23], avšak pozdější Sdělení Zahrnuji
vedle těchto obou i myvovirv.` Dararnvxo-
viry, coronaviry a reoviry [24, 50, 22). Vedle
toho je možné identifikovat virové částice
v Sedimentech media nebo v Suspenzich buněk
Z tkáňových kultur vykazujicích cytopatický
efekt během izolačního pokusu [22].

Je celá řada modifikaci zpracování mate-
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riálu k EM průkazu HBAg [přesněji HBSAg]
a jeho ímunních komplexů. Úplná většina au-
torů barví centrifugované a promyté Sedí-
menty částic, resp. jejich agregátů, je však
navržena také jednodušší, avšak —— jak uká-
žeme níže -—— ménë Spolehlivá technika při-
pravy materiálu k barvení a mikroskopová-
ní [41]; zde se barví otisky vyšetřovaného
materiálu, Sejmuté na Sítky S povrchu řídké-
ho agaru. Většina autorů vyhodnocuje Sedí-
menty částic Z 2 alíkvotů vyšetřovaného vzor-
ku, a to jednak Ze vzorku Smíchaného S pro-
tilátkami, jednak bez protilátek S pouhým
PBS; někteří [29, 48, 51, 52] však vyšetřují
pouze vzorek bez přídavku protilátek, zatím-
co např. Gudat a Sp. [31] používají —- při
Stanovení hustoty částic a jejich morfo-
logického diferencování —- jen materiál
S přidanými protilátkamí. Rovněž velikost
zrychlení 19 000G používali Cross a Sp. [17],
zrychlení pří centrífugaci směsí a jejich vy-
mývání ve značném rozpětí kolísá. Nejnižší
se zrychlením okolo 20 000 G pak zpracoval
největší počet autorů [2, 4, 32, 29, 48, 31];
zrychlení 24000 G volili Gust a Sp. [32],
40000 G pak Barker a sp. [7] a jokelainen
a sp. [37]. Vysoké zrychlení 50000 G nebo
55000 G po jednu hodinu používají Stannard
a Sp. [51] a Woolf a sp. [50]. '7.uckerman
[62] Zavedl centrífugaci“ při 25000 G pro
vzorky S přidanýmí protilátkami a 45000 G
pro vzorky při přímé EM. je díSkutabilní, kte-
rá volba je optimální z hlediska největšího
záchytu částic HBAg a dosažení potřebné čis-
toty Vyšetřovaných Sedjmentů za současné-
ho vyloučení jejich případné Spontánní aqre-
gace. Značně veliké variace existují Samo-
zřejmě rovněž v Samotné technice negativní-
ho barvení a při mikroskopíckém vyhodnoco-
vání výsledků.

Všechny Shora' uvedené údaje Se týkaly
morfologie komplexů povrchového antígenu
{HBsAq}. U hepatitidy však existuje ještě dru-
hý antígen-protílátkový systém, vázaný
k vnitřnímu antigenu DČ, k tzv. HBcAg. Sy-
Stém HBc-anti-HBC popsalí jako první
Almeída a sp. [4] a rozpracovalí jej pak Stan-
nard a sp. [52] a Barker a Sp. [8]; novějí
Se problematikou zabývá např. Budkowska
[14]. je třeba podotknout, že volný HBcAg
Se V séru nevyskytuje [nebo alespoň tu ne-
byl prokázán], pročež také Se v Séru nemo-
hou vyskytovat aní jeho imunní komplexy.
HBcAg k EM testování se získává buď roz-
volněním povrchového pouzdra DČ v zakon-
centrované SuSpenzí S pomocí deterqentů [4,
42] nebo Separací nahých nukleokapsíd víru
Z infíkovaných, většinou lidských, popř. opí-
čích jater [34, 14]. Takové suspenze HBc
lze užít k testování příslušných protilátek
v Séru některých pacientů, Zejména S chro-
nickýmí formami hepatitidy B. Praktické
uplatnění této metody v diagnostice nelze
ovšem očekávat pro náročnost přípravy SuS-
penze vnítřků DČ a rovněž proto, že dnes jsou

pro detekcí anti-HBC k dispozici jíž jednoduš-
ší metody, nežli je EM.

2. Postup př: nrvní fází metody E"! vyšetření
Sér na HBAg a jeho imunní komplexy

Vzorky Sér určené k vyšetření po úschově
1 měsíc až 3 roky při -20 °C jsme nejdříve
vždv přečístiji centrífuqací: zprvu jsme pra-
covali při 2500 rpm po 30 min., později --
k lepšímu odstranění případných ljojdů ze
Sér - jsme zvýšili hodnoty až na 10 000 rpm.
Poté byly vzorky rozděleny na 2 alikvóty Do
0.5 nebo 0.25 ml; k prvnímu z ních byl pří-
dán stejný objem fosfátového fvzjolofzického
roztoku [PPS] pH 7.2, k druhému týž objem
prasečích protilátek k HBSAQ (anti-HES],
nrodııkovaných ÚSOL Praha. v ředění 1:2.
Po rozmíchání bvly Směsi inkubovány přes
noc při +4 °C. Od této fáze Se líšjl postup
podle toho. bylo-li pracováno S tzv. centri-
fueační nebo otískovou metodou přípravy
vzorků.4

a] Další postup centrífugační metodou
Ráno byly oba vzorky doplněny do obje-

Inn 9 ml S PBS a centrifuqovany za chladu při
25000 G po jednu hodinu ve středně obrát-
kové odstředivce MSE-25, opatřené výkyv-
ným rotorem Se šesti pouzdry. Supernatant
bvl odsát a k Sedjmentu přidáno - do obou
zkumavčíček každého materiálu -— po 2 ml
PBS. Po emulqací byla centrjfugace při 25 000
G opakována; supernatant bvl znovu odsát a
sedjment resuspendován do 0,05 ml PBS. Ta-
to konêöná suspenze byla smíchána ana par-
tes s 6% kyselinou fosfowolframovou, pH 6,5
a Směs nanesena na 2-3 formvarem potaže-
né a pouhlíkované Sít'ky o 400 otvorech a
průměru 3 mm. Materiál ze Sítěk Se odsál
fjltračním napírem. Sít'ky Se nzářjly UV Svět-
lem [30 W] ze vzdálenosti 1,5 m po 5 minut
a preparáty byly prohlíženy v elektronovém
mikroskopu IEM 7A při 80 kV.

b] Další postup otískovou metodou
Směsi vyšetřovaného materiálu v alíkvotech

S PBS a S anti-HBs` inkubované přes noc při
+4 °C, byly bez dalšího dořeďování a opra-
covávání nakápnuty na 0,80/0 agarový gel,
na povrch příslušného počtu kapek Se opatrně
přiložíly povrchem. dolů formvarem. potažené
a pouhlíkované Síťky a ty byly nechány při
pokojové teplotě tak dlouho [obvykle 30 mí-
nut], až Se voda z kapky vyšetřovaného ma-
teriálu úplně vsákla do gelu a na Sít'kách Se
vytvořil otisk z biologického 'materiálu na
vrchu aqaru. Po zaschnutí preparátů se na-
kápl na povrch Sítěk 60/0 roztok kyseliny foS-
fowolframové pH 6,5, za 30-60 sekund Se
tato kyselina odsála fíltračním papírem, pre-
paráty byly ozářeny UV Světlem a prohlíženy
v EM.

Při pokusech o srovnání centrífugační a
otískové metody přípravy vzorků pro EM byl
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tedy každý Vzorek Séra prohlížen v 'mikro-ˇ
Skopu 4xz2x ve Směsi S pouhým PBS a 2x
ve Směsi S dodanými protilátkami anti-HBS.

3. Hodnoceni nálezů v EM

V elektronovém mikroskopu jsme vždy hod-
notili především hustotu částic HBAg, däle
pak vzájemné Zastoupení částic podle typu
a. konečně jejich prostorové uspořádání, resp.
rozmístění.

a] Hustota částic
Označovali jsme ji křížky na každé Sít'ce

zvlášt' a nakonec jsme stanovili [rovněž kříž-
ky] průměrnou hustotu částic v každém vzor-
ku. Hustotu Zhodnocenou +++ jsme označili
tehdy, jestliže ve většině Zorných polí větši-
ny Sítěk byly přítomny četné částice HBAg,
nebo na každé Sít'ce byly velké počty částic
agregovaných v komplexech. Hustotu zhodno-
cenou ++ jsme označili tehdy, jestliže části-
ce byly přítomny řídce ve všech zorných po-
lích Sítěk nebo v relativně značném počtu
v komplexech na každé Sít'ce. Hustota na +
byla reprezentována malým počtem částic jen
v některých Zorných polích nebo nevelkým
počtem částic v jednotlivých komplexech na
příslušných Sít'kách. Otazníkem byla označe-
na hustota na + tehdy, když partikule nevel-
kého počtu nebylo možno S jistotou identifi-
kovat jako částice HBAg.

b] Zastoupení jednotlivýchtypů částic
v preparátu HBAg

Pro Stanovení podílů jednotlivých morfolo-
gických forem HBAg [malých okrouhlých
částic okolo 20 nm, vláken téhož průřezu až
několik set nm dlouhých a kulatých viru po-
clobných DČ S průměrem 42-45 nm —— Viz
[36, 11] jsme zprvu rovněž měli vypracován
semikvantitativní hodnotící Systém S křížky.
Diferencovali jsme podíl DČ a vláken oproti
malým, obvykle zcela prevalujícím částicím.
Zastoupení vláken jen výjimečně dosahovalo
asi 10 0/0 a Zastoupení DČ prakticky nikdy ne-
přesáhlo 5 0/0 všech částic. jestliže proporce
DC [popř. vláken] byla relativně vysoká, tj.
nad 2 0/0 a obvykle pod 5 0/0 všech ostatních
částic, byl nález označován jako +++. jestli-
že zastoupení DC [vláken] bylo nižší, ale pra-
videlné, tj. v průměru okolo 1 0/0 při rozsahu
od asi 0,5 do 2 0/0, byla proporce označována
++. Při výskytu ojedinělých resp. zcela oje-
dinělých DC [vláken] mezi malými kulatými
částicemi, což odpovídá podílu pod 0,5 0/0 až
téměř k nule, bylo použito označení +. Při
neiisté morfologické identifikaci Zcela ojedi-
nělých DC [vláken] bylo označení + doplně-
no otazníkem.

Od roku 1977 jsme zavedli —-— pokud to
hustota částic dovolovala -— přesnýpercen-
tuální rozpočet jeinotlivých částic HBAg/[48,
59]. Diferencujeme nejméně ze 400 částic
v obojím alikvotu Séra, tj. bez protilátek

i S protilátkami anti-HBS, avšak podíl Vyjadřu-
jeme procentem jejich výskytu v alikvotu
s anti-HBS, nebot' ten zabezpečuje Získání re-
prezentativnějšího výsledku; v případě roz-
porného nálezu diferencování, a zejména při
větším nálezu DC a vláken v alikvotu s pou-
hým PBS, koriqujeme konečný Závěr prove-
dením průměrného percentuálního zastoupe-
ní částic v obou alikvotech [bez i s anti-HBS].

c] Vzáiemné uspořádán'
tech HBAg

Částice HBAer se vyskytujî V Séru v různém
uspořádání. Poneı'více je vidíme homogenně
disperqované, avšak v řadě případů se mani-
festují v aqrežzátech, jež se označují jako
imunní komplexy HBSAq-anti-HBS. Imunní
komplexy mohou být různě velké -—- od ma-
lých [S 5 až nejvíce asi 30 částicemi] přes
střední [S 30 až 200 částicemi] až po velké
nebo obrovské [s více než 200 a často
i s mnoha tisíci částic). Malé imunní agregá-
ty nazýváme komplexy typu „přebytek anti-
genu“, velké typu „přebytek protilátek“. Za-
tímco komplexy prvního typu se vyskytují
v jinak neopracovaných Sérech pacientů S an-
tieenémií poměrně často, cirkulující kom-
plexy typu „přebytek protilátek“ zachycujeme
pouze výjimečně. [V alikvotech Sér, k nimž
byly přidány anti-HES, vidíme většinou kom-
plexy typu „přebytek protilátek“.]

Abvcbom názorně demonstrovali vztah me-
zi velikostí komplexů a množstvím protilá-
tek k povrchové komponentě HBAg, provedli
jsme experiment, v němž k Séru vybraného
pacienta S homoqenně distribuovanými části-
cemi antiqenu bvla přidána Sériová ředění
komerčních anti-HES. Po inkubaci při +4 °C
byly příslušné směsi Zkrát centrifuqovány a
konečné Sedimentv po resuspendaci barveny,
jako Se píše v oddíle 2. Nálezy jsou zapsány
v tabulce 1 a svědčí pro to, že na koncentra-
ci anti-HES závisí nejen velikost, ale i po-
četnost vytvořených imunních komplexů.

Protože jsme již od začátku práce zjišťova-
li, že' homoqenně disperqované preparáty
HBAQ od různých pacientů nejsou přidáním
Standardníbo množství anti-HBS aqregovány
Stejnou měrou, Zavedli jsme při EM vyšetřo-
vání každého vzorku Séra od pacientů dvojí
zpracování —— bez přidání a S dodáním anti-
~-HBS; protilátky přidáváme vždy v nadbytku
[v ředění 1 : 2]. Alikvot séra s dodanými pro-
tilátkami zajišťuje jakousi pozitivní kontrolu
k hodnocení přítomnosti a charakteru kom-
plexů HBsAq-anti-HBS ve vyšetřovaném séru,
resp. v'tom z jeho obou alikvotů, k němuž
přidáme pouhý PBS; tyto komplexy nazýváme
cirkulujícími. lRozdílná agregovatelnost růz-
ných Sér, obsahujících korpııskulární antiqenˇ,
dodanými protilátkami Íanti-HBS je nejspíše
asi podmíněna variacemi antiqenníbo Subty-
pu H'BsAq; v dosavadních komerčních proti-
látkách není totiž Zastoupení Subtypových
anti-HES rovnoměrné, neboť Se Zatím nekon-

ˇástic v prepará-
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troluje výchozí Směsný materiál, určený k pu-
rifikaci před imunizací prasat., je samozřejmě,
že výsledek imunní EM ovlivňují i další fakto-
ry, jako jsou např. různé cirkulující paciento-
vy protilátky k ostatním komponentám DČ,
náhodné a technické chyby 'při Složité pre-
paraci materiálu a j.

4. Pokusné srovnání centrifugační a otiskové
techniky přípravy materiálu k EM vyšetření

u hepatitidy B
Tyto práce jsme provedli k odpovědi na

otázku, zda by nebylo možno náročnou ultra-
centrifugační přípravu materiálu -nahradit
jednodušším postupem. Celkem jsme Souběžně
zpracovali centrifugační a tzv. otiskovou
technikou 17 sér od 11 pacientů. Vyhodno-
covali jsme hustotu částic, zastoupení jedno-
tlivých typů částic [Zejména DČ] a přítom-
nost či nepřítomnost imunních komplexů,
cirkulujících i vzniklých in vitro po přidání
anti—HBs. .

Pouze v jediném experimentu Se třemi vzor-
ky Séra od pacienta S `chronickou hepatitidou
byly výsledky otiskové techniky po kvantita-
tivní stránce lepší, nežli tomu bylo u nálezů
při centrifugační technice přípravy materiálu.
jak expost hodnotíme, došlo zřejmě při centri-
fugování k technické závadě. Ve dvou dalších
experimentech [vždy Se dvěma vzorky sér]
byly výsledky kvantitativně víceméně Shodné
při obou technikách. S 10 vzorky sér V pěti
dalších experimentech bylyl výsledky při otis-
kové technice v kvantitativním EM vyhodno-
cení podstatně horší nežli u techniky centri-
fugační. Ve Všech srovnávacích vyšetře-
ních, a to i tam, kde kvantitativněv byly vý-
sledky lepší technikou otisků, bylo Složení
částic HBAg objektivnější u techniky centri-
fugační. To se týká zejména nálezů a dife-
renciace částic ve vzorcích bez protilátek, te-
dy ve směsích vyšetřovaných Sér s PBS. Při
všech Srovnávacích experimentech byla mor-
fologie částic podstatně lepší a výraznější
u centrifugační techniky; naopak při otiskové
technice byly v zorných polích velice časté
nečistoty, které překrývaly částice HBAg, ze-
jména jednotlivě se vyskytující, přičemž
i ostrůvky agregátů, obraničené elektron-den-
zním balastem, byly jakoby zastřené a nevý-
razné. ›

Ke konkrétnější představě o některých roz-
dílech v kvantitě nálezů u obou metod zpra-
cování vzorků pro EM jsme Shrnuli V tabulce
Z-údaje získané vyšetřením pěti tyoičtěìších
vzorků od pěti-pacientů. Na-Základě těchto
nálezů a zejména se zřetelem na Shora uve-
dené zkušenosti -j-smeučinili závěr, že k se-
riózní -práci je třeba otiskovou technikuI od-
mítnout, a to i přesto, že je -jednodušší a méně
pracná-nežli postup S dvojí centrifugací.

5. Iinunní EM jako metoda detekce HBAg
Centrifugační technikou imunní EMV jsme

vyšetřili řadu -“-sér od pacientů, kteří -'-' po

význačné antigenémii '—— Začali vykazovat
v CIEP negativní nebo nejistý výsledek. Pouze
v polovině těchto vzorků byla detekce HBAg
pomocí imunní EM [v alikvotu S přidáním
anti-HBS] úspěšná. To svědčí pro názor, že
imunní EM je jen nemnoho citlivější detekční
metodou na HBAg nežli málo citlivá CIEP.
V tomto Smyslu nesouhlasí naše zkušenosti
S posledními zprávami z W. H. O. [56], kde
imunní EM k detekci HBsAg Se Zařazuje mezi
metody Značně citlivé. “

6. Závěrečný komentář

V Domníváme se, že jsme vypracovali vcelku
spolehlivou metodu EM vyhodnocování sér
od pacientů s pozitivním HBAq. Přesto řada
detailů i závažnějších otázek si zasluhuje do-
plňující výklad nebo komentář.

Za definitivní považujeme závěry provede-
né Ze Srovnání tzv. centrifugační a otiskové
techniky přípravy preparátů k mikroskopová-
ní. le třeba dát'přednost kvalitě odečtu [kte-
rý umožňuje dvojí centrifugace směsí vyšetřo-
vanébo Séra S protilátkami resn- S PRS] před
jednoduchosti přípravy otiskových preparátů
z povrchu agaru. I přes vymytí značnébo
množství balastu dvojí centrifugací při 25 000 G
jsou však někdy obtíže S nečistotami, jež
mohou překrývat jednotlivé částice HBAg ne-
bo jejich malé agregáty [35].

jednoznačné stanovisko Zastáváme také
v otázce úschovy sér a jejich „přečišt'ování“
před EM vyšetřením. Podobně jako např. Niel-
Sen a sp. [48] a jiní uchováváme Séra ve
zmrazeném stavu, nebot' Se domníváme, že Se
zdaleka nemůže za takových podmínek uplat-
ňovat fenomén spontánní [nespecifické, fa-
lešné] aqreqace částic, jako je tomu např.
při +4 °C; úschova sér v nativním Stavu, byť
jen několikaměsíční, mohla být jednim Z fak-
torů, které podmínily vysokou incidenci údaj-
ných imunních cirkulujících komplexů v se-
stavě sér Stannardové a sp. [51]. Pokud se
tÿkä klarifikace Sér před jejich Smícháváním
S anti-HBS, resp. S PBS a celonoční inkubací
při +4 C°, ustálili jsme postup na krátkodo-
bé centrifugaci vzorků, určených k Vyšetření
při 10 000 rpm. [Referenční protilátky anti-
HBS však přečišt'ujeme při vysokých otáčkách,
tj. 18 000 rpm po 30 minut] Původně jsme
Séra přečišt'ovali nízkoobrátkovou centrifuga-
cí [2500 rpm po 15 min.], museli jsme však
otáčky zvýšit, nebot' v řadě vzorků zůstávalo
mnoho nečistot, zejména lipidů. Na druhé
Straně ovšem“ chceme varovat před klarifikaci
sér při vyšších otáčkách nežli 10 000 rpm. ne-
bot existuje riziko, že případně přítomné kom-
plexy HBSAg-anti-H“BS,`zeiména pokud by byly
větších rozměrů, nechtěně Ze sér“ odstraníme.
Vzhledem k tomu' uvažujeme o tom. že prově-
říme možnost Snížení otáček na 6000. Chtějí-
ce se. vyhnout přečišťování vzorků Sér cen-
trifugací; pokoušeli jsme Se extrahovat lipi-
dy Zni'ch' pomocí'různých tukových rozpouště-
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del. Záměr se nám Však nezdařilo realizovat,
neboť většina látek sérum zkalila [Zdenatu-
rovala bílkoviny] nebo Zavinila ztrátu morfo-
logické integrity částic HBAg; tento druhý
fenomén byl zřejměpodmíněn rozpuštěním
lipidické frakce zabudované v HBsAg, čímž
došlok vymizení částic. Zatím jsme nezkou—
šeli opracování sér trichloro-trifluoroetanem
(např. Freonem TF].

Diskutabilní Otázkou je centrifugační zry-
chlení, které Volíme při sedimentaci, resp.
při omývání částic HBAg a jejich komplexů
S protilátkami v té fázi Zpracování materiálu,
kdy končí inkubace směsí vyšetřovanéhoséra
s anti-HBS, resp. s PBS. Hlavní riziko Spočívá
podle našeho názoru V tom, aby zbytečně vy-
sokým zrychlením nenastávala nespecifická
[falešná] agregace částic. Naopak Zase při

.nízké odstředivé síle nesedímentují všechny
jednotlivé částice HBAg homogenně distribuo-
vané ve vyšetřovaném séru;l ztráta těchto čá-
stic pak výrazně zkresluje hustotu i složení
partikulí v alikvotu séra s PBS. Jak je zřej-
mé z popisu v oddíle 2, zvolili jsme Střední
Zrychlení 25 000 G, nechtëjîce riskovat [pře-
devším] možnost vzniku falešných „imun-
ních“ komplexů; m'kroskop IEM 7A nemá totiž
takovou rozlišovací schopnost, která by do-
volovala spolehlivě odlišit nespecifickou agre-
gaci částic od specifické v imunních kom-
plexech, nebot' neumožňuje vizualizovat ony
příčné „můstky“ mezi naléhajícími částicemi,
které jsou představovány protilátkovými mo-
lekulami [3, 4]. Naproti tomu se“ nám nezdá-
lo velkou chybou to, že při relativně Vnevy-
Sokém zrychlení ztrácíme část partikulí jed-
notlivě se vyskytujících ve vzorcích, k nimž
se přidává pouhý PBS; hustotu i rozpočet
všechtří typů částic HBAg můžeme totiž sta-
novit v ~alikvotu séra, k němuž přidáváme
anti—H83. Stojíme před rozhodnutím, zda by-
chom neměli volit dvojí odstředivou sílu, niž-
ší [25000 G] pro vzorky s anti-HBS a vyšší
[45 000 G] pro vzorky bez nich [Viz 62, 54].

Domníváme Se, že není třeba zvláště Zdů-
razňovat, že resuspendace sedimentů po prv-
ní centrifugaci směsí „sérum + anti-H88“
a ,,sérum + PBS“ při 25000 G musî být pro-
váděna šetrně a relativně dlouho, a nikoliv
brutálně nebo ledabyle. Nedodržení technické
preciznosti v této fázi práce může zaviňovat
hrubé variace ve výsledcích. Totéž Se týká
kontrastního barvení. Tady nejvíc záleží na
šarži barviva, vyzkoušení jeho optimální kon-
centrace, pH, atd. [35]. Vzhledem k novým
Zkušenostem různých autorů bychom chtěli
časem přejít na jiné prostředky negativního
barvení, než je kyselina fosfowolframová
[např. ammonium-molybdenát nebo kyselina
silikowolframová /35/ ].

Pokud se týká hodnocení EM nálezů, jeví
se nám jako důležité zabezpečení co největ-
ší objektivizace při odečítání. Metoda EM vy-
šetřování je totiž relativně složitá a náročná,
má různá technická úskalí, výsledky Zčásti

. .Rovněž diferencování

závisejí na výchozí kvalitě vyšetřovaného sé-
ra, kromě toho na sít'ky přijde relativně málo
materiálu atd.; to všechno přináší možnost
Značné variace výsledků.

Hodnocení hustoty částic stačí provádět --
podle našeho mínění -- za pomoci stupnice
s křížky. Doporučujeme hodnotit z alikvotu,
k němuž byly přidány anti-HBS. Obvykle je
hustota v tomto alikvotu značně vyšší nežli
v alikvotu s pouhým PBS. Důvody toho byly
vysvětleny v jednom z předcházejících odstav-
ců“ a rovněž už“ vyoddíle 3.

podílů jednotlivých
typů částic provádíme primárně V alikvotu
séra s přidanými anti-HBS. Zásadně Se snaží-
me stanovit přesné procento jednotlivých mor-
fologických forem HBAg. Z nich nejdůležitější
je ‘— pro prognózu —— podíl DC [marker vi-
rulence]; nad 2 0/0 Se označuje jako vysoký
anepříznivý, v rozmezí od 0,5 do 2,0 o/0 jako
střední, resp. průměrný, pod 0,5 0/0 jako níz-
ký,resp. prognosticky příznivý [48, 11). Mů-
že Se stát, 'že v alikvotu séra S dodanými pro-
tilátkami je nízký podíl DC a v alikvotu s pou-
hým PBS je —— při nižší hustotě —— relativně
vysoký podíl DÜ; v tomto případě můžeme ko-
rigovat nález v alikvotu s protilátkami nále-
Zem z přímé EM [obvykle na průměrnou hod-
notu). __ _

Diferencování jednotlivých typů částic HBAg
při jejich nízké hustotě je ovšem dost chou-
lostivý problém." Zejména tˇo platí tehdy, když
nelze stanovit podíly příslušných morfolo-
gi-ckých forem HBAg z celkového počtu aspoň
200 [lépe 400] částic, jak je předepsáno. Za
takovésituace —- pokud je to ještě možné --
doplňujeme vyšetření o prohlédnutídalších
sítěk a v žádném případě nevyjadřujeme zá-
věr stanovením percentuálního podílu částico-
vých typů, ale pouze VSemikvantitativně [kříž-
ky] při zdůraznění toho, že jde o nízkou hus-
totu částic v preparátu. Druhá možnost je
2;-3krát zakoncentrovat takový materiál [31],
k čemuž je ovšem potřebné mít vhodné po-
můcky [Minicon, Osterhoud, Holandsko), kte-
ré zatím nejsou k dispozici.
-Přítomnost cirkulujících komplexů HBsAg-

-anti-HBS odečítáme výhradně z preparátů,
které byly pořízeny Z alikvotu vyšetřovaného
séra Smíchaného s pouhým PBS. Vzhledem
k datům tabulky `1 hodnotíme nejen velikost
imunních komplexů [od obrovských přes vel-
ké ke středním a malým), ale i jejich počet.
Při Závěrečném hodnocení přítomnosti a cha—
rakteru komplexů [od +‘++ do + resp. +?]
přihlédneme rovněž k obrazu, který je v ali-
kvotu séra, k němuž byly přidány anti-HBS.
Iak bylo ukázáno v předcházející diagnostické
Studii [11], je hodnocení přítomnosti imun-
ních komplexů Složitou otázkou. U akutních
a sterilní imunitou končících hepatitid typu
B Se imunní komplexy vyskytují spíše jen
krátkodobě a v období kolem vrcholení kli-
nického obrazu nemoci. Ve srovnání S mar-
kerem DČ nemá jejich přítomnost či nepří-
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tomnost Zvláštní prognostický Význam; do-
kazuje jen to, že organismus je schopen od-
povídat na přítomnost HBAg tvorbou protilá-
tek k jeho povrchové komponentě. U chro-
nických forem onemocnění dovoluje přetrvá-
vající výskyt imunních komplexů, vázaný na
Silně nebo Středně pozitivní marker DC, vy-
řknout Soud o nepříznivé proqnóze. Na druhé
Straně Stabilizovaná a trvalá nepřítomnost
imunních komplexů v oběhu dovoluje stano-
vit diagnózu imunologické tolerance organis-
mu na virus, resp. jeho povrchový antigen.
Imunologická Snášenlivost k HBsAg může být
geneticky determinována nebo indukována,
např. imunosupresívní léčbou. Při geneticky
podmíněné toleranci na HBSAg a chybění Zná-
mek poškození jater mluvíme o pravém bez-
příznakovém nosičství HBAg; v úplné větši-
ně je vázáno k negativnímu nebo Slabému
markeru DČ. Existuje však celá škála forem
chronické hepatitidy B a dosud není jasno,
Zda komplexním hodnocením opakovaně pro-
vedeného EM vyšetření bude moci být odli-
šena - bez bioptických vyšetřování -— aktiv-
ní [agresivní] forma od prognosticky benig-
ních, tzv. persistentních forem.

ROČNÍK XLVTT. 107R, Č. 1

řování preparátů UV Světlem se nesmí překro-
čit [v případě použití lampy 30 W a vzdále-
nosti 1,5 In] interval 5 min., nebot' jinak do-
chází k morfologickému poškození částic.
K dezinfekci Se používá 50/0 chloramin nebo
čerstvě připravený 0,1% Persteril se saponá-
tem Corona [ke Zmírrıění antikorozívního
účinkul; pomůcky dezinfikované Persterilem
v zápětí oplachujeme destilovanou vodou, aby
nedocházelo ke korozi kovového materiálu.

Souhrn

Obsahem předloženého sdělení je metodic-
ká problematika EM průkazu HBAg a imun-
ních komplexů jeho povrchové Složky [HBsAg]
S příslušnou protilátkou. Srovnání poměrně
náročné centrifugační a jednoduché otiskové
techniky přípravy materiálu pro EM vyšetření
přineslo výsledky, které jednoznačně mluví
ve prospěch centrifugační metody. V příspěv-
ku je také popsán Způsob hodnocení nálezů
v EM [stanovení hustoty částic, Zastoupení
jednotlivých morfologických forem HBAg a
přítomnost cirkulujících imunních komplexů]
a zásady aplikace výsledků tohoto vyšetření

Tab. 1

Závislost tvorby imunních komplexů na množství přidaných protilátek anti—HBS

Konfigurace částic HBAg po inkubaci směsí a po promyti
Ředění

přidaných velké Celkovÿ počet
anti-HBS volne' částice malé agreg.

(5-30 částic)
střední agreg.
(30-200 částic) a obrovské agreg.

(více než 200 částic)
částic*)

1:2

1:4

ojediněle

ojediněle

řidce

většina

většina

četně

ojediněle

O
\

+++
+++

l :8 četně četně

1 : l 6 většina četně

ojediněle O + + +

o o +++

*) Výchozí vzorek séra (pac. P. M.), smíchaný s pouhým PBS, obsahoval homogenně dispergované částice hustoty + + +;
diferencování částic ve vzorku: malé částice asi 98 %

vlákna asi l %
DČ méně-než 1 %

Stupňování: 0, ojediněle, řidce, četně, většina.

Naše dosavadní Zkušenosti mluví pro to, že
u akutních hepatitid typu lB se má EM vy-
šetření provést následně a aspoň Zkrát
[v obdobi vrcholeni klinických příznaků a
biochemických testů a po Začátku jejich -si-
gnifikantního poklesu), Zatímco u chronic-
kých hepatitid je třeba vyšetřovat najed-
nouA aspoň 3 vzorky séra, odebrané v inter-
valech 2 nebo lépe 3 měsíců. Při jednom z 2
posledních odběrů by měla být provedena
punkční jaterní biopsie [11].

Závěrem je třeba se dotknout bezpečnost-
ních otázek při EM vyšetřování na HBAg.
Všechny operace se provádějí Za uplatnění
přísných mikrobiologických kautel. Při oza-

k upřesňující diagnostice hepatitidy typu B.
je Specifikována rovněž citlivost imunní EM
jako metody detekce HBAg. Většina pracov-
ních Zkušenosti i experimentálních výsledků
je podrobně diskutována a konfrontována
s metodickými přístupy jiných autorů.

Klíčová Slova: elektronová mikroskopie «—
I—IBAg a jeho imunní komplexy - metodické
Zkušenosti. ˇ' ~
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