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BANKA ANTIVIROVÝCH A ANTIRICKETTSIĂLNÍCH SÊR A IEIÎ VYUŽITÍ

Plk. MUDr. V. HRONOVSKŸ, CSc., plk. MUDr. R. BENDA, CSc.
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie Praha

(náčelník: plk. MUDr. Vladimír Kotlář, CSc.)

Virologickě a Zčásti parazitologioké Vodděle-
ní VÚHEM řešilo během 6. pětiletky obsáhlý a
náročný úkol, jehož cílem bylo Z-abezpečit vy-
soce kvalitními protilá'tkami rychlou polní dia-
gnostiku ıvirových a riokettsiálních infekcí
v příslušných Zšařízeních ČSLA.

Protože na rychlé a spolehlivé diagnostice' Zá-
visí do Z-načné míry v-časná léčba i účinná pro-
tiepiˇdemická ochrana vojsk, orientovalo se na-
še pracoviště jíž v dřívějších letech na výzkum
a vývoj metod časné specific-'ké diagnostiky po-

užitelné i v polních podmínkách. Široce jsme
Studovali Zejména diagnostické aplikace tech-
niky fluoreskujících protilátek. Mnoholeté me-
todické, experimentální i pra'kticľké Zkušenosti
S širokým spektrem Zejména virových původcü
ıdovolily postupně vypracovat jednotnou, dnes
platnou koncepci polní diagnostiky [6]. jejím
principem je monosıpecific'ký, popřípadě Skupi-
nový průkaz virových, bedsoniových a riokettsi-
álních agelns, resp. jejich antigenů technikou
nepřímé imunofluorescence [NIF]. Zahrnuje
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jednak expresní di-agnostiku, tzn. detekci anti-
genů přímo V lidském [zviřecim] biologickém
nebo nekroptickém materiálu, jednak —— a to
především ——- tzv. zrychlenou diagnostiku, zalo-
ženou na NIF identifikaci původců Z klinicko-
patolflo'gic-kého materiálu nebo vzorků Zevniho
prostředí předmnožených yna citlivých 'kultivač-
ních Isubstrátech, zvláště 'buněčných `ku1turách.
Zatímco expresní diagnostika, dávající výsledky
do 2-4 hodin po dodání ımateriálu laboratoři,
má Zpravidla pouze předběžný charakter, lZe
Zkrácený izolační pokus považovat Za univer-
Zální a většinou konečnou diagnostiku, dovolu-
jící podle citlivosti detekčního Systému a rych-
losti replikace infekčního agens provést deti-
nitivní identifikaci v rozmezí 48 [výjimečně 24]
hodin až 7 dní.
ˇˇ'ˇ řešeného

v letech 1974-1980, bylo Zabezpečení uvedené
doktríny vytvořením trvalé Zásoby —— čili ban-
ky —- účinných a specifických protilátek pro
komplexní (tzn. imunoÍluorescenční a sérolzo-
gickou] identifikaci co nejširšího spektra ak-
tuálně i potenciálně vojensky významných vi-
rových a rickettSiálních nákaz ve Specializova-
ných hygienic'koprotieıpidemických zařízeních
ČSLA, Zvláště Za mimořádných podmínek.

Kromě vlastní produkce obsáhlého souboru
většinou Zvířecích protilátek a testování jejich
účinností a Specifičnosti, včetně ověřování
praktických diagnostických aplikací, vyžadova-
lo Splnění úkolu na `přiměřené odborné úrovni
i řešení řady otáZe'k Výzkumné povahy. Šlo Ze-
jména o problematiku izolace a kultivace růz-
ných Virů in vitro a o experimentální rozvíjení
metodických přístupů, zvláště v oblasti séršolo-
gícké diagnostiky. Při volbě konkrétních dílčích
metodik jsme mohli vycházet Z mnoha vlast-
ních dřívějších Zkušenosti a výzkumných vý-
Sle-dků. Šlo např. o racionální technolo-gii kul-
tivace buněk S použitím prášıkovaných médií,
O přípravu vysoce aktivních antiarbovirových
protilátek Ina bázi hyperimunních myších asci-
tických tekutin i-ndu'koflvaných u imuniZovaných
Zvířat *peritoneální aplikací buněk myšího sar-
komu [2], o využití opičí ledvinné linie CV-i
jako téměř univerzálního kultivačního systému
pro a'r'boviry různých taxonomických rodů a
skupin [4] nežbo o 'pokusné Zdův-odnění důsled-
né orientace na nepřímou ímunofluorescenční
metodu jako Základní identifikační reakci [3].

Dřívější Zkušenosti rovněž motivovaly poměr-
ně náročné požadavky na Vlastnosti diagnostic-
kých protilátek, podmiňující jejich Zařazení do
sérové banky. Prvořadým požadavkem byla do- `
Statečná účinnost, daná vysokou protilátkovou
aktivitou v NIF testu [minimální pracovní ře-
dění 1: 8—10] i přiměřenými titry v konvenč-
ních Séroreakcích. Stejně důležitým kritériem
byla specifičnost, ıpodmíněna Zejména elimina-
cí nespecifických tkáňových reakcí a Zajištěním
použitelnosti co nejširšího spektra izolačních
a detekčních Systémů důsledno'u imunizaci Zvi-
řat antigenními materiály pomnoženými v dru-

hově homologních Substrátech. Prakticky vý-
Znamný byl požadavek druhové uniíikace, tj.
příprava protilátek u jednotlivých Skupin pů-
vodců pokud možno na stejném Zvířecim dru-
hu (myš, morče, králík] S cílem maximálně
Zjednodušit diagnostiku omezením spektra pro-
tidruhových konjugátů pro NIF techniku. Ne-
Zbytným požadavkem byla konečně dlouhodobá
stabilita protilátek, podmíněná vysoce kvalitni
lyofilizaci, Zatavením ampulí v dusíkové atmo-
sféře ža trvalým uložením preparátů při chlad-
Iničkové teplotě.

Proti původně předpokládané aktivní účasti
mimoúStavních pracovníků Záviselo plnění úko-
lu především nza úsilí poměrně malého řešitel-
ského kolektivu virologického oddělení VUHEM.
Přes organizační a metodickou náročnost i ri-
Zik-o'vost laboratorní práce Se podařilo proble-
matiku Zvládnout a program, Zaměřený na pro-
tilátko-vé pokrytí diagnostiky většiny význam-
ných lidských virových, [bedSoniových a rickett-`
Siálnich patogenů, včetně řady vojensky Zne-
užitelných agens, úspěšně splnit.

jak demonstruje souhrnný přehled v tabulce
1, bylo celkově připraveno a otestováno 48
druhů protilátek, Z toho 8 polyvalentnich:
—— V 1. skupině je 6 sér pro diagnostiku tzv.

velkých DNK-virů Z čeledi Pox za Herpesvi-
ridae; jde konkrétně o králičí antiséra pro--
ti -neštovičným virům, oběma typům lidské-
ho viru herpes Simplex a vysoce patogenní-
mu opičímu B viru; kromě toho jsou sem Za-
řazena lidská rekonvalescentni séra k viru
varicella-Zoster .a cytomegaloviru;

—— 2. skupina obsahuje 9 sér proti Základním
respiračním Virům, a to 6 králičích Sér
k hlavním Suibtypům a novějšim driftovým
variantám chřipky typu A a B, králičí sérum
pro Skupinovou diagnostiku lidských adeno-
virů, morčecí sérum *k parotitidě a lidské re-
konvalescentní Sérum pro diagnostiku RS
viru; .

—— nejpočetnější 3. skupina Zahrnuje 29 druhů
protilátek k lidským virovým neuroinfekcím,
a to 28 myších ascitických tekutin k arbovi-
rům -- převážně původcům encef'alitid a he-
morrhagických horeček Ze všech 4 Základ-
ních rodů a k arenaviru LCM; tři polyva-
lentní ascity jsou určeny pro předběžnou
Skupinovou detekci alfavirů —— včetně vy-
soce patogenních koňských encefalomyeli-
tid, Ílavivirů komplexu .klíšťové encefalitity
a virů podskupiny dengue -— žlutá Zimnice;
kromě toho 'obsahuje tato část vysoce účin-
né morčecí sérum k průkazu viru vzteıkliny;

—— poslední Skupinu ltvoří morčecí Séra proti
klasické skvrnivce a Q-rickettsióze a dvě
polyvalentní morčecí Séra Ik průkazu .agens
Ze skupiny purpuro-vých horeček a k dia-
gnostice bedSoniových [chlamydiových] in-
fekcí. ,

Preparâty, připravené v množstvích Zabezpe-
čujicích předpokládanou potřebu, byly rozpi-
něny po 0,2 ml a postupně šetrně a kvalitně
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Přehled Složení banky diagnostických protilátek _ A Tab. 1

SKUPINA INFEKCÎ
PROTILÂTKY POČET

MONOVALENTNÍ POLYVALENTNÍ DRUHŰ

POXVIRY
HERPESVIRY

Pox, HSV-l, 2
B-Virus, VZV, CMV

RESPIROINFEKCE
[MYXO, PARAMYXO,
ADENOVIRY]

Chřipka A [4]
Chřipka B [2]
Parotitis, RSV

Lidské
adenoviry 9

NEUROINFEKCE
[ARBOVIRY, ARENAVIRY,
RABIES]

Alfaviry [5]
Flaviviry [12)
Bunyaviry [6]
Orboviry [1]
LCM, rabies

Poly-alfa
Poly-KE
Poly-dengue/YF 29

RICKETTSIE
BEDSONIE

Q-horečka
Skvrnivka

Skup. bedsonie 4
Purp. horečky

CELKEM 42 6 48

zlyflofilizovány. Příslušné alikvóty od Všech dru-
hů 'protilátek byly IZkomlpletovány »do soulborů
pro polní diagnostické Soupravy a Ideponovány
na určených místech, část preparátů byla Vy-
členěna pro běžné a Cvičné využití.

jak dokumentuje obsáhlá závěrečná zpráva
o úkolu i již uveřejněné Sdělení [5], odpovídá
kvalita protilátek vesměs stanoveným paramet-
rům včetně Stability účinnosti, :prověřené u čás-
ti protilátek po 6-8 letech. Jejich použitelnost
ve smyslu diagnostické koncepce byla ověřena
řadou modelových pokusů, včetně náročného
studia vZkřížené rea'ktivity. Část protilátek [na-
příklad k virům chřipky, klíšťové encefaliti'dy,
dengue, LCM, herpetickým virů-m] byla úspěš-
ně vyzkoušena v diagnostické praxi. S limita-
cemi, danými sp'ecifitou antigenní výbavy a pa-
togenetickými zvláštnostmi jednotlivých agens,
resp. jejich Skupin, jsou preparáty sérové ban-
ky obecně použitelné:

—— k přímé expresní [skupinové nebo druho-
vě specifické] imunofluorescenční :detekci pů-
Vodců v klinických, resp. postmortálních vzor-
cích, obsahujících přiměřenou koncentraci pří-
Slušného antigenního materiálu;

—— k Zrychlenému fluorescenčnímu průkazu,
resp. identifikaci iZolátů, ipomnožený-ch v citli-
vých hostitelských Suıbstrátech, především v bu-
něčných kulturách;

— k identifikaci původců [antig-enů] pomocí
*konvenčních séroreakcí;

-- jako kontrolní pozitivní protilátky pro
účely klasické sérodiıagnostiky a pro testování
diagnostických antigenů.

Dodržení požadavku imunologic'ké homolog-
nosti 'při přípravě protilátek umožňuje Speci-
fickou IF detekci většiny původců v Idruhově
libovolných Substrátech. V Souladu S požadav-
kem co největšího Zjednodušení metodiky lze

celé Spektrum protilátek pokrýt pouze čtyřmi
komerčními protidruhovými konjugáty pro imu-
nofluorescenční barvení.

jsme Si vědomi, že Soubor neobsahuje proti-
látky k některým vojensky evidentně význam-
ným patogenům, zejména k hemorrhagickým ho-
rečkám Lassa sa Marburg-Ebola, prostudovaným
teprve v posledních letech. Práce S těmito a ně-
kterými dalšími agens [jihoamerické hemor.
horečky komplexu Tacaribe, rickettsie Skupiny
Tsutsugamushi] nebyly provedeny pro Značná
rizika nebo pro nedostupnost vhodných kmenů.

Přesto lze banku charakterizovat jako rozsa-
hem a kvalitou ojedinělý Soubor diagnostických
protilátek, umožňující v případě potřeby kvali-
fikovanou polní diagnostiku většiny aktuálně
nebo potenciálně významných lidských viro-
vých a rickettsiálních původců. Příslušné ali-
kvoty preparátů sérové banky jsou připraveny
pro vybavení novelizovaných Souprav pro .polní
virologickou diagnostiku a v případě potřeby
i pro předání potřebných kvant a druhů proti-
látek v rámci koaliční Součinnosti hygienicko-
epivdemiologické služby armád států Varšavské
Smlouvy. Část vyčleněná :pro tzv. evičnou spo-
třebu je určena k prověřování Stability účinnos-
ti, laboratornímu hodnocení reálnosti diagnos-
tických Schémat i k praktické mírové diagnos-
tice. Příkladem tohoto využití banky je opako-
vané poskytnutí potřebného Spektra ıantiarbo-
virových ascitických protilátek a dalších bio-
preparátů kubáˇnským pracovníkům v roce 1981
pro Zabezpečení diagnostického řešení epidemii
horečky dengue na Kubě. Tato pomoc byla Ku-
bánskou akademií |věd velmi pozitivně oceněna.

Závěrem je třeba uvést, že kromě splnění
vlastního realizačního cíle byla během řešení
úkolu Získána řada dílčích originálních vědec-
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kých poznatků z oblasti biologie studovaných
agens a praktické diagnostiky jimi vyvolaných
infekcí. To vše přispělo `k tomu, že celá práce,
uzavřená koncem r. 1980, 'byla pro odborný pří-
nos i praktický význam pro zdravotnické Zaëbez-
pečení armády vysoce kladně hodnocena.

Souhrn

Sdělení podává povšechnzou informaci O me-
todických ˇpří'stupech a výsledcích řešení dlou-
hodobého úkolu, jehož cílem bylo vytvoření tr-
valé Zásoby [banky] účinných a specifických
protilátek pro komplexní |Z‹'zı"beZ-pečení rychlé
polní diagnostiky širokého spe'ktra virových a
ricflkettsiálních infe'kcí. Isou Shrnuty základní
údaje O přípravě, vlastnostech a složení obsáh-
lého souboru antišsér a O možnostech jejich dia-
gnostického využití.

Poznámka: Předneseno na vědecké konferenci k 25. vý-
ročí založení VÚHEM v září 1982 v Sázavě u Žďáru
nad Sázavou.
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