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10 LET ELEKTRoNovÉ MIKRoSI-ioPIE - PŘÍSTUPY A VÝSLEDKY

MUDr. Alexandra SEICHERTOVÀ
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie Praha

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

Elektronová mikroskopie patří 'k nejúspěšněj-
ším metodám moderní biologie. O jejim význa-
mu v mikrobiologii a Zejména ve virologii ne-
třeba psát, některé možnosti vyplynou i Z této
Zprávy. Je to již 12 let od ustavení laboratoře
elektronové mikroskopie [EM] ve VÚHEM, prv-
ní tři roky v rámci oddělení experimentálně pa-
tologického a dále až dosud jako Samostatné
morfologic'ké jednotky při Stálém personálním
Složení. 10 let jsme pracovali S japonským
transmisním ele'ktronovým mikroskopem [EM]
IEM 7A a uváděné obrázky byly zhotoveny tím-
to přístrojem.

Úvodem bych chtěla Shrnout hlavní přístupy
v práci laboratoře EM Za uplynulé období. Po
zvládnutí Základních laboratorních metodik,
ovládnutí přístrojového vybavení a Zhotovováni
fotodokumentace se práce lalboratoře EM Zamě-
řila na sledování rozvoje infekce různými sku-
pinami virů po inhalační nákaze; nejdříve byly
Zpracovány pokusy in vitro, později in vivo a
tato práce byla cílena zejména na Studium in-
terakce různých virů S některými buňkami. Po
těchto experimentech byly zavedeny dvě nové

přípravy a krájení ultratenkých zmrazených
řezů. Prflvní metodu jsme používali a používá-
me dosud při Studiu virových hepatitíd, což je
hlavní náplní laboratoře EM 'posledních let.
Převážná většina yprací byla umožněna spolu-
prací S virology, zejména 'pod vedením plk.
MUDr. Rudolfa Bendy, CSc. Vzhledem k Servis-
nímu charakteru laboratoře EM jsme pocit'ova-
li jako nedostatek, že jsme nezpraco'vávali uce-
leně baktérie pro elefktronmikros'ko'pické vyše-
tření. Proto jsme uvítali možnost Sledovat úči-
nek některých dezinfe-kčních prostředků na
baktérie v EM a do'plnit tak metodické zázemí
naší laboratoře.

Protože jedinou možností interpretace výsled-
ků v elektronové mikroskopii je fotodokumen-
tace, chtěla bych na obrazové příloze přiblížit
některé 4výsledky uvedených přístupů. V poku-
sech in vitro jsme Sledovali rozvoj infekce Pox—
virus officinale v kultuře alveolárních makrofá-
gů elektronovým mikroskopem. Ho'dnotili jsme
buněčné populace Získané výplachem plic krá-
lí'ků, 'které byly infikovány dvěma rozdílnými
kmeny Poxvirus officinale, |dermolapinou .a neu-

metody: metoda negativního barvení a metoda š rolapinou v osmi časových intervalech do 72
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hodin po infekci. Rozdíly v interakci obou kme~
nů byly porovnávány kvalitativně i kvantitativfl
ně. Na obr. 1 je makrofág obsahující Zralé i ne-

Obr. 1. Alveolární makrofág 48 hodin po infekci
neurolapinou, nezralé částice vakcinálního viru jsou
přítomny v cytoplazmë, Zralé viriony jsou hlavně na

povrchu buňky mezi mikroklky. Zvětšení 10 000krát

Obr. 2. Zralé částice vakcinálního viru v cyt'oplazmë
alveolárního makrofága 72 hodin po infekci neurolapinou.

Zvětšení 80 000krát

zralé částice vakcinálního viru, na obr. 2 jsou
ukázány Zr'alé částice v cytoplazmě alveolárni-
ho makrofága a na Obr. 3 jsou demonstrovány
nezralé částice uvedeného viru. Zjistili jsme, že
buňky, ve kterých byl virus nalezen, měly vý-

Obr. 3. Nezralé částice vakcinálního viru v cytoplazmě
alveolárního makrofága 72 hodin po infekci dermolapinou.

Zvětšení 80 000krát
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Obr. 4. Průměrný počet virových částic Zachyceny
v cytoplazmě makrojágů na 1000 p. u. ve dvou časových

intervalech při infekci dermolapinou a neurolapinou
Plný Sloupec: Zralé částice
Prázdný ˇSloupec: nezralé částice
Šrafovaný Sloupec: přechodné formy
P. u.: planimetrická jednotka při Zvětšení 6000krát
Abscissa: časový interval od inokulace v hodinách
Ordinata: počet partikulí na 1000 p. u.
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hradně charakter makrofágů a rozdíly mezi
účinkem obou kmenů byly jen kvantitativní, a
to ve prospěch neurolapiny; na obr. 4 je kvan-
titativní vyhodnocení pomocí planimetru: za-
Stoupení vývojových forem vakcinálního viru
v průběhu repli'kačního cyklu.

Pozoruhodnou prací Z tohoto období byla
elektronmikro-sko'pická demonstrace viru Krym-
Ské hemforrhagiclké horečky v opičích buňkách
linie CV-l. Virus Kˇrymské hemorrhzagické ho-
rečky [KHH] jsme v tkáňových Ikulturách
v EM Zobrazili poprvé (obr. 5). Ve všech. zpra-

Obr. 5. Částice viru Krymské hemorrhagické horečky
[KHH] 1. a 2. typu s obsahem různé elektrondensity

v' buňce a mezi buňkami linie CV-l 72 hodin po infekci.
Zvětšení 76 250krát

covávaných časových intervalech jsme naléza-
li částice dvojího typu intra i extraceltulárně.
Na Základě měření jejich velikosti a vzhledem
k densitě jejich obsahu jsme mohli opravdu vy-
mezit ıpředtím nepopsané dva typy částic (obr.
6, 7], pravděpodobně prezentující různé fáze
reprodukčního cyklu viru KHH. Na obr. 8 je
uveden frekvenční histogramıznázorňující roz-

Obr. 7. Částice viru -KHH Z. typu lokalizované
v cytoplazmatických váčcich 24 hodin po injekci.

Zvětšení 76 250krät
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Obr. 8. Frekvenční histogram ZnăZOrňuiící rozložení
ˇ velikosti virových částic
Srafovaný Sloupec: částice Se zřetelným nukleoidem.
Prázdný Sloupec: částice S kolísající densitou obsahu nu-
kleoidu.

Obr. 6. Čtyři extracelulărneˇ lokalizovaně částice viru
KHH 1. typu 48 hodin po injekci. Zvětšení 76 250krcít
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ložení velikosti virových částic: šrafované
Sloupce vyjadřují procentuální Zastoupení čás-
tic se Zřetelným nukleoidem, prázdné sloupce
Znamenají částice s k-olísající densitou obsahu
nukleoidu. Zřetelně dvouvrcholová distribuce
velikosti částic Spolu S rozdíly v densìtě jejich
obsahu nám dovolila uzavřít, že se Skutečně
jedná o dva distinktně rozlišitelné typy.

Po experimentech in vitro následovaly poku-
sy in vivo zaměřené na elektronmikroskopické
Sledování infekce arbovirů po inhalzační náka-
ze v čichové dráze. Pr-acovali jsme s experimen-
tálně infikov-anými o-picemi virem Venezuelsflké
encefalomyelitizdy koní (VEE) a křečky virem
choroby Kyasanursˇkého lesa (KFD). V EM jsme
vyšetřovali čichový bulbus a traktus infikova-
.ných zvířat. Virus VEE, jehož kulaté částice,
kde vnější vrstva virionu je tvořena jedno-du-
chou elektrondensní membránou oddělenou
méně densní vrstvou stejné tlouštky od centrálfl
ního nukleoidu, průměrné velikosti 50 nm, byl
nejčastěji lokalizován v extracelulárním pro-
Storu (obr. 9) a hlavněvmzyelinizovžaných vlák-
nech (obr. 10), což ukazuje na šíření tohoto vi-

Obr. 9. Čichový bulbus Opice intrandsălně infı'kovaně
virem Venezuelskě encefalomyelı'tı'dy koní [ VEE1; 3. den
po infekcí. Víriony VEE Se nacházejí v myelı'nizovaném
vläknu uprostřed Obrázku a v extracelulărním prostoru.

Zvětšení 18 000krăt

ru v čichovém bulbu a traktu. Virus KFD, prů-
měrné velikosti 40 nm, jsme nalézali většinou
jednotlivě ve vrakuolách :a cisternách endopl'az-
matického retikula neuronů (obr. 11) Spolu
s četnými shluıky membránou ohraničených váč-
øků a vakuol (obr. 12). Tento virus jsme také
nalezli v krySt-aloidním uspořádání v pericytu
krevní kapiláry, což byl výjimečný nález uka-
zující schopnost viru KFD množiˇt se v tomto
druhu buňky a možnost přestupu viru do CNS
z krevní kapiláry (obr. 13). Mimo tento nález
jsme poprvé zobrazili virus KFD v EM vůbec.

Na ořbr. 14 je po pozitivním barvení a na obr.
15 po negativním barvení 'Zobrazen vaikcinální
virus z infikoviané buněčné sus'penze při použití
nově zavedené metody ultratenkých Zmrazených
řezů. Touto metodou se zabýval S. Miloš Novák,

|

Obr. 10. Viriony VEE v myelinżzovaněm vlákna čichového
bulbu 3. den po infekci. Zvětšení 120 000krăt

Obr. 11. Tři částice viru choroby Kyasanurského lesa
[KFD] vrozšířeněm endoplazmatı'ckém retikula neuronu.

Zvětšení 164 000krăt

který je i autorem vylepšení —— zavedením po-
lyetylenlgykolu ke Zpevnění vzorku.

Další nově zavedenou metodu - negativního
barvení, která přešla do ruˇtinního používání
v laboratoři EM, budu dokumentovat na obráz-
cích Ze studia lViro'vých hepatitid v EM při vi-
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2-/ v'Obr. 12. Čtyři viriony KFD v rozšzrenem endoplazmatickěm
retikulu a četné membránou ohraničené váčky a malé

vakuoly; mezi nimi jedna částice viru KFD.
Zvětšení 125 000krát

Obr. 13. Viriony KFD vkrystaloidním uspořádání
v cytoplazmě pericytu čichověho bqu křečka; 7. den po

intranasální infekci. Zvětšení 108 000krát

Zualizlaci částic v Sérech a Ve Stolicových til-
trátech pacientů. Ve Stolicových filtrátech se
nám podařilo pomoci imunoelektronové mikro-
Skopie Zobrazit Shluky virů hepatitidy A uni-
Íormní velikosti 27——28 nm kulatých částic pře-
Vážně elektrondensniho obsahu (obr. 16] a tîm
Spolu Se Sérolıogickým vyšetřením potvrdit etio-
logii vžlouten'kové epidemie v létě 1979 v ČSLA.

Od r. 1976 se Zabýváme detekci částic Speci-

Obr. 14. Zralé částice vakcinálního viru v diploı'dních
buňkách LEP 24 hodin Do infekci. Zvětšení 65 000krát

Obr. 15. Zralé částice viru vakcinie v diploidních buňkách
` LEP 24 hodin po infekci a po negativním barvení.

Zvětšení 65 000krát
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VJObr. 16. Komplex castic viru hepatitidy A Ze stolicověho
Íiltrátu pacienta. Zvětšení 120 000krát

Obr. 17. Shluk všech tří morfologických forem HBsAg
[povrchový antigen hepatitidy BI, resp. HBV [virus

hepatitidy B): malé okrouhlé částice, jedno vlákno a
jedna Daneova částicevséru pacienta. Zvětšení 91 000krát

fických pro hepatitidu B v EM. Na obr. 17 jsou
všechny tři morfologické entity zachycené v Sé-
ru pacienta iniikovaného virem hepatitidy B:
Daneova částice veliká 42—45 nm [původce he-

Obr. 18. Imunokomplex Ze Sera pacienta, ke kterému byly
přidány specifické protilátky: jsou přítomny všechny tři

morfologická formy, nejpocˇetnější jsou malé částice.
Zvětšení 67 600krát

patitidy B] sa povrchové antìgeny partikulárni-
ho charakteru - malé částice 17-—22 nm a
vlákno stejného průřezu, ale dlouhé v něktefl
rých případech až několik Set nm. Při studiu
hepatitidy B jsme používali také imunoelektro-
novou mi'kroskopii, kdy jsme po inkubaci in-
fekčního séra S komerčními prasečími protilát-
kami anti-HBS nacházeli komplexy výše uvede-
ných částic (obr. 18] ve Stálé distribuci: malé
částice v naprosté převaze a občas se vyskytu-
jící vlákna a Daneovy částice. Ze Sledované dis-
tribuce ukázaných částic v jednotlivých sérech,
Z hustoty výskytu částic a přítomnosti imuno—
komplexů při použití přímé elektronové mikro-
Skopie jsme Se pokoušeli O interpretaci nálezů
vzhledem k diagnóze a prognóze virových he-
patitid typu B. Toto vyšetřování jsme ještě do-
plnili o elektronmikroskopické Sledování jehlo-
vých biopsií jater pacientů postižených hepati-
tidou B z ultratenkých řezů; v řadě jaterních
vzorků, resp. v jejich ihepatocytech jsme nalé-
Zali morfologické žkoreláty sérových částic vi-
ru hepatitidy B [Daneových částic), konkrétně
jejich nukleokap-Sidy (obr. 19] jako 21—25 nm
veliké neobalené částice. Nálezy v EM vyšetřo-
vaných jehlových biopsií jater pacientů a ná-
lezy v EM vyšetřovaných Sérech týchž jsme pak
uváděli do vztahu k Závěrečným klinickým dia-
gnózám jednotlivých pacientů. Potvrdil Se, mí-
mO jiné, zásadní předpoklad, že výskyt nukleo-
kapsid _v jádrech hepatocytů Se vztahuje k new
stálé replikaci infekčního viru a jeho uvolňo;
vání, to se Obráží zvýšeným výskytem Daneo`
vých částic, případně imunokomplexů v séru.
Dosavadní výsledky a zkušenosti význ-ačně přl~
Spívají nejen k upřesnění diagnózy u jednotli-
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Obr. 19. Část jádra hepatocytu, kde jsou přítomny
nukleokapsz'dy viru hepatitidy B. Zvětšení 100 000krát

vých nemocných, ale umožňují provést iněkte-
ré obecné Závěry týkající Se diagnostického vý-
Znamu použitých metod vyšetřování a také ka-
tegorizace pacientů do Skupin s chronickými
formami virové hepatitidy B.

Uvedené výsledky jsou dokladem toho, že
elektronový mikroskop je ve virologíi nejen ne-
Zbytným nástrojem morfologické analýzy kva-
litativní i kvantitativní, ale také Slouží k Zpřes-
nění a Správné interpretaci faktů objevených
jinými metodikami a přináší jejich konečný dů-
kaz.

Souhrn

Ve Zprávě je Shrnuto Zaměření a činnost la-
boratoře elektronové mikroskopie VÚHEM Za
posledních 10 let. jsou uvedeny výsledky S fo-
todokumentací některých vybraných pokusných
celků: elektronmikroskopické Studium interak-
ce různých virů s některými buňkami in vitro
a in vivo a možnosti použití elektronového mik-
roskopu při vyšetřování viro'vých hepatitid. Dá-~
le jsou zmíněny nově použité metodiky —- me-
toda ultratenkých vZmrazených řezů a metoda
negativního barvení.
Literatura u autora.

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


