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BANKA ANTIVIROVYCH A ANTIRICKETTSIALNICH SER A JEJI VYUZITI

Plk. MUDr. V. HRONOVSKY, CSc., plk. MUDr. R. BENDA, CSc.
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie Praha
(nacelnik: plk. MUDr. Vladimir Kotla¥, CSc.)

Virologické a z&4sti parazitologické oddéle-
ni VUHEM Fesilo béhem 6. pétiletky obsdhly a
narocny ukol, jehoZ cilem bylo zabezpedit vy-
soce kvalitnimi protildtkami rychlou polni dia-
gnostiku wvirovych a rickettsidlnich infekci
v prisludnych zatizenich CSLA.

ProtoZe na rychlé a spolehlivé diagnostice za-
visi do zna¢né miry v€asna 1écba i u¢inna pro-
tiepidemicka ochrana vojsk, orientovalo se na-
Se pracovisté jiZ v drivéjsich letech na vyzkum
a vyvoj metod c¢asné specifické diagnostiky po-

uZitelné i v polnich podminkéch. Siroce jsme
studovali zejména diagnostické aplikace tech-
niky fluoreskujicich protilatek. Mnoholeté me-
todické, experimentdlni i praktické zkuSenosti
s Sirokym spektrem zejména virovych péivodcu
dovolily postupné vypracovat jednotnou, dnes
platnou koncepei polni diagnestiky (6). Jejim
principem je monospecificky, popiipad& skupi-
novy priikkaz virovych, bedsoniovych a rickettsi:
dlnich agens, resp. jejich antigeni technikou
nepfimé imunofluorescence (NIF). Zahrnuje
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jednak expresni diagnostiku, tzn. detekci anti-
gend pfimo v lidském (zvifecim) biologickém
nebo nekroptickém materidlu, jednak — a to
predevSim — tzv. zrychlenou diagnostiku, zalo-
Zenou na NIF identifikaci ptivodcti z klinicko-
patologického materidlu nebo vzorkit zevniho
prostifedi predmnoZenych na citlivych kultivac-
nich substratech, zvlasté bunécnych kulturach.
Zatimco expresni diagnostika, ddvajici vysledky
do 2—4 hodin po dodani materidlu laboratofi,
md zpravidla pouze predbéZny charakter, 1ze
zkraceny izola¢ni pokus povazovat za univer-
zalni a vétSinou konec¢nou diagnostiku, dovolu-
jici podle citlivosti detekéniho systému a rych-
losti replikace infekéniho agens provést defi-
nitivni identifikaci v rozmezi 48 (vyjimecneé 24)
hodin aZ 7 dni.
- TéZistém vyzkumného programu, reSenéhc
v letech 1974—1980, bylo zabezpeceni uvedené
doktriny vytvorenim trvalé zdsoby — Cili ban-
ky — ucinnych a specifickych protilatek pro
komplexni (tzn. imunofluorescen¢ni a sérolo-
tudlné i potencidlné vojensky vyznamnych vi-
rovych a rickettsidlnich ndkaz ve specializova-
nych hygienickoprotiepidemickych zafizenich
CSLA, zvlasté za mimofddnych podminek.
Kromé vlastni produkce obsdhlého souboru
veétSinou zvirecich protilatek a testovani jejich
GU¢innosti a specifiénosti, vc€etné ovérovani
praktickych diagnostickych aplikaci, vyZadova-
lo splnéni tkolu na priméfené odborné udrovni
i feSeni fady otdzek vyzkumné povahy. Slo ze-
jména o problematiku izolace a kultivace rtiz-
nych virii in vitro a o experimentalni rozvijeni
metodickych pristupi, zviasté v obiasti sérole-
gickeé diagneostiky. Pri volbé konkrétnich dil€ich
metodik jsme mohli vychdzet z mnoha vlast-
nich drivéjSich zkuSenosti a vyzkumnych vy-
sledkii. Slo napfF. o raciondlni technologii kul-
tivace bunék s pouZitim préaSkovanych meédii,
o pripravu vysoce aktivnich antiarbovirovych
protilatek na bazi hyperimunnich mySich asci-
tickych tekutin indukovanych u imunizovanych
zvifat peritonedlni aplikaci bun&k mySsiho sar-
komu (2), o vyuZiti opi¢i ledvinné linie CV-1
jako témér univerzdlniho kultivaéniho systému
pro arboviry rtznych taxonomickych rodd a
skupin (4) nebo o pokusné zdlivodnéni disled-
né orientace na neprfimou imunofluorescenéni
metodu jako zdkladni identifikacdni reakci (3).
Drivéjsi zkuSenosti rovnéZ motivovaly pomér-
né naroc¢né poZadavky na vlastnosti diagnostic-
kyeh protilatek, podmiitiujici jejich zarazeni do
sérové banky. Prvorfadym poZadavkem byla do-
state¢nd n€innost, dand vysokou protilatkovou
aktivitou v NIF testu (minimd&lni pracovni re-
déni 1:8—10) i prfiméfenymi titry v konvenc-
nich séroreakcich. Stejné dileZitym Kritériem
byla specifiénost, podminénd zejména elimina-
ci nespecifickych tkainovych reakci a zajisténim
a detekénich systémii dlislednou imunizaci zvi-
Fat antigennimi materidly pomnoZenymi v dru-

hové homolognich substrdatech. Prakticky vy-
znamny byl pozadavek druhové unifikace, (j.
priprava protildtek u jednotlivych skupin pu-
vodcll pokud moZno na stejném zvifecim dru-
hu (my$, morce, krdlik) s cilem maximalné
zjednodusit diagnostiku omezenim spektra pro-
tidruhovych konjugati pro NIF techniku. Ne-
zbytnym poZadavkem byla koneéné dlouhodoba
stabilita protildtek, podminénd vysoce Kkvalitni
lyofilizaci, zatavenim ampuli v dusikové atmo-
sféfe a trvalym uloZenim preparatdi pri chlad-
nickové teploté.

Proti ptivodné predpoklddané aktivni Gcasti
mimodstavnich pracovnikid zédviselo plnéni tko-
Iu predevsim na usili pomérné maleho FesSitel-
ského kolektivu virologického oddéleni VUHEM.
Pres organizac¢ni a metodickou naroc¢nost i ri-
zikovost laboratorni prdace se podafrilo proble-
matiku zvladnout a program, zaméreny na pro-
tilatkové pokryti diagnostiky vétSiny vyznam-
nych lidskych virovych, bedsoniovych a rickett-
sidlnich patogend, véetné Fady vojensky zne-
uZitelnych agens, Gspésné splnit.

Jak demonstruje souhrnny prehled v tabulce
1, bylo celkové pripraveno a otestovdno 438
druhii pretilatek, z toho 6 polyvalentnich:

— v 1. skupiné je 6 sér pro diagnostiku tzv.
velkych DNK-virti z celedi Pox a Herpesvi-
ridae; jde konkrétné o krali¢i antiséra pro-
ti neStoviénym virtim, obéma typlm lidské-
ho viru herpes simplex a vysoce patogenni-
mu opi¢imu B viru; kromé toho jsou sem za-
razena lidskd rekonvalescentni séra k viru
varicella-zoster a cytomegaloviru;

— 2. skupina obsahuje 9 ser proti zdkladnim
respiraénim viriim, a to 6 Kkrali¢ich sér
k hlavnim subtypim a nové&jSim driftovym
variantdm chripky typu A a B, krali¢i sérum
pro skupinovou diagnostiku lidskych adeno-
viri, morcéeci sérum Kk parotitidé a lidské re-
konvalescentni sérum pro diagnostiku RS
viru; ,

— nejpodetnéjsi 3. skupina zahrnuje 29 druhii
protilatek k lidskym virovym neureoinfekeim,
a to 28 mysSich ascitickych tekutin k arbovi-
rim — prevazné ptivodciim encefalitid a he-
morrhagickych horecek ze vSech 4 zaklad-
nich rodli a k arenaviru LCM; tfi polyva-
lentni ascity jsou uréeny pro predbéZnou
skupinovou detekci alfaviri — vcetné vy-
soce patogennich koriskych encefalomyeli-
tid, flaviviri komplexu kliStové encefalitity
a virtt podskupiny dengue — Zluta zimnice;
kromé toho obsahuje tato ¢ast vysocce ucin-
né morceci sérum k priikazu viru vztekliny;

— posledni skupinu tvoFi morceci séra proti
klasické skvrnivce a Q-rickettsioze a dvé
polyvalentni morceci séra k prikazu agens
ze skupiny purpurovych horecek a k dia-
gnostice bedsoniovych (chlamydiovych) in-
fekcl.

Preparéaty, pripravené v mnoZstvich zabezpe-
Cujicich predpokladanou potfebu, byly rozpi-
nény po 0,2ml a postupné Setrné a kvalitné
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Prehled sloZeni banky diagnostickych protildtek Tab. 1
PROTILATKY
SKUPINA INFEKCI POCET
MONOVALENTNI POLYVALENTNI BRUED
POXVIRY Pox, HSV-1, 2 6
HERPESVIRY B-virus, VZV, CMV
RESPIROINFEKCE Chripka A (4) Lidské
(MYXO, PARAMYXO, Chiipka B (2) adenoviry 9
ADENOVIRY) Parotitis, RSV
NEUROINFEKCE Alfaviry (5) Poly-alfa
(ARBOVIRY, ARENAVIRY, Flaviviry (12) Poly-KE
RABIES) Bunyaviry (6) Poly-dengue/YF 29
Orboviry (1)
LCM, rabies
RICKETTSIE Q-horecka Skup. bedsonie 4
BEDSONIE Skvrnivka Purp. horecky
CELKEM 42 6 48

zlyofilizovany. PrisluSné alikvoty od vSech dru-
hd protilatek byly zkompletovany do soubori
pro polni diagnostické soupravy a deponovany
na urcenych mistech, ¢4st preparati byla vy-
¢lenéna pro b&Zné a cvicné vyuZiti.

Jak dokumentuje obsdhld zavéreéna zprava
o tkolu i jiZ uverejnéné sdéleni (5), odpovida
kvalita protildtek vesmés stanovenym paramet-
rim véetné stability G¢innosti, provéiené u ¢as-
ti protilatek po 6—8 letech. Jejich pouZitelnost
ve smyslu diagnostické koncepce byla ovéfena
radou modelovych pokustli, véetné narocného
studia zkfiZené reaktivity. Cast protilatek (na-
priklad k virim chfipky, kliStové encefalitidy,
dengue, LCM, herpetickym virim) byla Gspés-
né vyzkouSena v diagnostické praxi. S limita-
cemi, danymi specifitou antigenni vybavy a pa-
togenetickymi zvlasStnostmi jednotlivych agens,
resp. jejich skupin, jsou prepardty sérové ban-
ky obecné pouZitelné:

— k primé expresni (skupinové nebo druho-
vé specifické) imunofluorescenéni detekci pii-
vodci v klinickych, resp. postmortalnich vzor-
cich, obsahujicich pFimérenou koncentraci pii-
slu§ného antigenniho materiélu;

— k zrychlenému fluorescenénimu priikazu,
resp. identifikaci izolatli, pomnoZenych v citli-
vych hostitelskych substratech, predevsim v bu-
néénych kulturdch;

— Kk identifikaci ptvodct (antigenti) pomoci
konvenénich séroreakci;

— jako kontrolni pozitivni protildtky pro
ucely klasické sérodiagnostiky a pro testovani
diagnostickych antigent.

DodrZeni poZadavku imunologické homolog-
nosti pfi pripravé protildtek umoZiiuje speci-
fickou IF detekci vétSiny phvodcl v druhové
libovolnych substratech. V souladu s poZadav-
kem co nejvétSiho zjednoduSeni metodiky lze

celé spektrum protildtek pokryt pouze ctyFmi
komer¢nimi protidruhovymi konjugéty pro imu-
nofluorescenéni barveni.

Jsme si védomi, Ze soubor neobsahuje proti-
latky k nékterym vojensky evidentné vyznam-
nym patogentm, zejména k hemorrhagickym ho-
reCkam Lassaa Marburg-Ebola, prostudovanym
teprve v poslednich letech. Prdce s témito a né-
kterymi dalSimi agens (jihoamerické hemor.
horec¢ky komplexu Tacaribe, rickettsie skupiny
Tsutsugamushi) nebyly provedeny pro znacné
rizika nebo pro nedostupnost vhodnych kment.

Presto 1ze banku charakterizovat jako rozsa-
hem a kvalitou ojedinély soubor diagnostickych
protildatek, umoZiiujici v pfipadé& potfeby kvali-
fikovanou polni diagnestiku vétSiny aktudlné
nebo potencidlné vyznamnych lidskych viro-
vych a rickettsidlnich ptivodcl. Pfislusné ali-
kvoty preparatli sérové banky jsou pfipraveny
pro vybaveni novelizovanych souprav pro polni
virologickou diagnostiku a v pripadé potieby
i pro predani potfebnych kvant a druhti proti-
latek v radmci koaliéni souc¢innosti hygienicko-
epidemiologické sluZby arméd statli VarSavské
smlouvy. Cdst vyélenénd pro tzv. cviénou spo-
tiebu je urcena k provérovéani stability ac¢innos-
ti, laboratornimu hodnoceni realnosti diagnos-
tickych schémat i k praktické mirové diagnos-
tice. Prikladem tohoto vyuZiti banky je opako-
vané poskytnuti potfebného spektra antiarbo-
virovych ascitickych protildtek a dalSich bio-
preparatii kubdnskym pracovnikim v roce 1981
pro zabezpeceni diagnostického feSeni epidemii
horec¢ky dengue na Kubé&. Tato pomoc byla Ku-
bédnskou akademii véd velmi pozitivné ocenéna.

Zavérem je tfeba uvést, Ze kromé splnéni
vlastniho realizadniho cile byla b&hem fe$eni
tkolu ziskdna fada dil¢ich origindlnich védec-
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kych poznatkii z oblasti biologie studovanych
agens a praktické diagnestiky jimi vyvolanych
infekci. To v8e prispélo k tomu, Ze celd préce,
uzavi‘end koncem r. 1980, byla pro odborny pfi-
nos i prakticky v§znam pro zdravotnické zabez-
peceni arméidy vysoce kladn& hodnocena.

Souhrn

Sdéleni pod4vad povSechnou informaci o me-
todickych pristupech a vysledcich FeSeni dlou-
hodobého tkolu, jehoZ cilem bylo vytvoreni tr-
valé zdsoby (banky) aéinnych a specifickych
protildtek pro komplexni zabezpedeni rychlé
polni diagnostiky $irokého spektra virovych a
rickettsidlnich infekci. Jsou shrnuty zédkladni
tidaje o pFipravé, vlastnostech a sloZeni obsdh-
1ého souboru antisér a o moZnostech jejich dia-
gnostického vyuZiti.

Pozndmka: Pfedneseno na védecké konferenci k 25. vy-
ro&i zaloZeni VOHEM v z4Fi 1982 v Sazavé u Zdaru
nad S4zavou.
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