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10 LET ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE — PRISTUPY A VYSLEDKY

MUDr. Alexandra SEICHERTOVA
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie Praha
(nadelnik: plk. MUDr. Vladimir Kotl4¥, CSc.)

Elektronovd mikroskopie patfi k nejispésnéj-
3§im metoddm moderni biologie. O jejim vyzna-
mu v mikrobiologii a zejména ve virologii ne-
tFeba psat, nékteré moZnosti vyplynou i z této
zpravy. Je to jiZ 12 let od ustaveni laboratoie
elektronové mikroskopie (EM) ve VOHEM, prv-
ni tFi roky v rdmci oddéleni experimentdlné pa-
tologického a déle aZ dosud jako samostatné
morfologické jednotky pfi stdlém persondlnim
sloZeni. 10 let jsme pracovali s japonskym
transmisnim elektronovym mikroskopem (EM)
JEM 7A a uvadéné obréazky byly zhotoveny tim-
to pfistrojem.

Uvodem bych chté&la shrnout hlavni pristupy
v préci laboratofe EM za uplynulé obdobi. Po
zvladnuti zékladnich laboratornich metodik,
ovladnuti pf¥istrojového vybaveni a zhotovovéani
fotodokumentace se prace laboratofe EM zamg-
Fila na sledovani rozvoje infekce rtznymi sku-
pinami viri po inhalaéni ndkaze; nejdfive byly
zpracovany pokusy in vitro, pozdé&ji in vivo a
tato prdce byla cilena zejména na studium in-
terakce riznych virtt s nékterymi buiikami. Po
t&chto experimentech byly zavedeny dvé nové

pFipravy a krdjeni ultratenkych zmrazenych
Fezll. Prvni metodu jsme pouZivali a pouZivéa-
me dosud pii studiu virovych hepatitid, coZ je
hlavni nédplni laboratofe EM poslednich let.
PievdZna vétSina praci byla umoZné&na spolu-
praci s virology, zejména pod vedenim plk.
MUDr. Rudolfa Bendy, CSc. Vzhledem k servis-
nimu charakteru laboratofe EM jsme pocitova-
li jako nedostatek, Ze jsme nezpracovavali uce-
len& baktérie pro elektronmikroskopické vySe-
tfeni. Proto jsme uvitali moZnost sledovat a&i-
nek n&kterych dezinfekénich prostfedkd na
baktérie v EM a doplnit tak metodické z4zemi
nasi laboratofe.

ProtoZe jedinou moZnosti interpretace vysled-
kit v elektronové mikroskopii je fotodokumen-
tace, chtéla bych na obrazové pfiloze pribliZit
nékteré vysledky uvedenych p¥istupd. V poku-
sech in vitro jsme sledovali rozvoj infekce Pox-
virus officinale v kultufe alveoldrnich makrofa-
gl elektronovym mikroskopem. Hodnotili jsme
bun&&né populace ziskané vyplachem plic kra-
likd, které byly infikovdny dvéma rozdilnymi
kmeny Poxvirus officinale, dermolapinou a neu-

metody: metoda negativniho barveni a metoda Z rolapinou v osmi Casovych intervalech do 72
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hodin po infekci. Rozdily v interakci obou kme-
nd byly porovndvany kvalitativné i kvantitativ-
né. Na obr. 1 je makrofdg obsahujici zralé i ne-

Obr. 1. Alveoldrni makrofdg 48 hodin po infekci
neurolapinou, nezralé &dstice vakcindlniho viru jsou
pFitomny v cytoplazmé, zralé viriony jsou hlavné na
povrchu buriky mezi mikroklky. ZvétSeni 10 000krdt

Obr. 2. Zralé é&dstice vakcindlniho viru v cytoplazmé
alveoldrniho makrofdga 72 hodin po infekci neurolapinou.
Zvétseni 80 000krdat

zralé Céastice vakcindlniho viru, na obr. 2 jsou
ukédzany zralé Castice v cytoplazmé alveolarni-
ho makrofdga a na obr. 3 jsou demonstrovany
nezralé ¢astice uvedeného viru. Zjistili jsme, Ze
buriky, ve kterych byl virus nalezen, mély vy-
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Obr. 3. Nezralé é&dstice vakcindlniho viru v cytoplazmé
alveoldrniho makrofdga 72 hodin po infekci dermolapinou.
Zvétseni 80 000krat
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Obr. 4. Primérny podet virovygch &dstic zachyceny

v cytoplazmé makrofdgi na 1000 p.u. ve dvou &asovych

intervalech pfi infekci dermolapinou a neurolapinou
PIny sloupec: zralé ¢&stice
Prazdny sloupec: nezralé Eastice
Srafovany sloupec: pfechodné formy
P. u.: planimetrickd jednotka pri zvétSeni 6000krat
Abscissa: Casovy interval od inokulace v hodinédch
Ordinata: pocet partikuli na 1000 p. u.
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» -
hradné charakter makrofdgli a rozdily mezi
G¢inkem obou kmenfi byly jen kvantitativni, a
to ve prospéch neurolapiny; na obr. 4 je kvan-
titativni vyhodnoceni pomoci planimetru: za-
stoupeni vyvojovych forem vakcindlniho viru
v pribéhu replikaéniho cyklu.

Pozoruhodnou praci z tohoto obdobi byia
elektronmikroskopickd demonstrace viru Krym-
ské hemorrhagické horecky v opicich buiikdch
linie CV-1. Virus Krymské hemorrhagické ho-
reCky (KHH) jsme v tkaiiovych Kkulturdch

v EM zobrazili poprvé (obr. 5). Ve vSech zpra-

-0br. 5. Cdstice viru Krymské hemorrhagické horeéky
(KHH) 1. a 2. typu s obsahem riizné elektrondensity
v burice a mezi burikami linie CV-1 72 hodin po infekci.
Zvétseni 76 250krdt

Obr. 6. Ctyri extraceluldrné lokalizované é&dstice viru
KHH 1. typu 48 hodin po infekci. Zvétseni 76 250krdt

covavanych dasovych intervalech jsme naléza-
li ¢astice dvojiho typu intra i extraceluldrné.
Na zdkladé méreni jejich velikosti a vzhledem
k densité jejich obsahu jsme mohli opravdu vy-
mezit predtim nepopsané dva typy ¢éastic (obr.
6, 7), pravdépodobné prezentujici rizné féze
reprodukéniho cyklu viru KHH. Na obr. 8 je
uveden frekvencéni histogram‘znézorﬁujici roz-

obr. 7. Cdstice viru KHH 2. typu lokalizované
v cytoplazmatickych vdécich 24 hodin po infekci.
Zvétseni 76 250krdt
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Obr. 8. Frekvenéni histogram zndzorriujici rozloZeni
velikosti virovgch &dstic
Srafovany sloupec: astice se zietelnym nukleoidem.
Prazdny sloupec: &&stice s kolisajici densitou obsahu nu-

kleoidu.
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loZeni velikosti virovych c¢éastic: Srafované
sloupce vyjadrfuji procentudlni zastoupeni ¢éas-
tic se zfetelnym nukleoidem, prdzdné sloupce
znamenaji C4stice s kolisajici densitou obsahu
nukleoidu. Zretelné dvouvrcholova distribuce
velikosti ¢astic spolu s rozdily v densité jejich
obsahu ndm dovolila uzavfit, Ze se skutecné
jednd o dva distinktné rozliSitelné typy.

Po experimentech in vitro nésledovaly poku-
sy in vivo zaméfené na elektronmikroskopické
sledovani infekce arbovird po inhala¢ni néaka-
ze v Cichové dréaze. Pracovali jsme s experimen-
tdlné infikovanymi opicemi virem Venezuelské
encefalomyelitidy koni (VEE) a kfecky viren:
choroby Kyasanurského lesa (KFD). V EM jsme
vySetiovali ¢ichovy bulbus a traktus infikova-
nych zvifat. Virus VEE, jehoZ kulaté ¢astice,
kde vné&jsi vrstva virionu je tvorena jednodu-
chou elektrondensni membrdnou oddélenou
méné densni vrstvou stejné tloustky od central-
niho nukleoidu, primérné velikosti 50 nm, byl
nejcastéji lokalizovdn v extracelularnim pro-
storu (obr.9) a hlavné v myelinizovanych vldk-
nech (obr. 10), coZ ukazuje na Sifeni tohoto vi-

Obr. 9. Cichovy bulbus opice intranasdlné infikované
virem Venezuelské encefalomyelitidy koni (VEE); 3. den
po infekci. Viriony VEE se nachdzeji v myelinizovaném
vldknu uprostied obrdzku a v extraceluldrnim prostoru.

ZvétSeni 18 000krdt

ru v ¢ichovém bulbu a traktu. Virus KFD, pri-
mérné velikosti 40 nm, jsme nalézali vétSinou
jednotlivé ve vakuolach a cisterndach endoplaz-
matického retikula neuront (obr. 11) spolu
s Cetnymi shluky membranou ohrani¢enych vac-
kt a vakuol (obr. 12). Tento virus jsme také
nalezli v krystaloidnim usporddéani v pericytu
krevni kapildry, coZ byl vyjimecny ndlez uka-
zujici schopnost viru KFD mnoZit se v tomto
druhu butiky a moZnost prestupu viru do CNS
z krevni kapilary (obr. 13). Mimo tento nélez
jsme poprvé zobrazili virus KFD v EM viibec.

Na obr. 14 je po pozitivnhim barveni a na obr.
15 po negativnim barveni zobrazen vakcindlni
virus z infikované bun&fné suspenze pri pouZiti
nové zavedené metody ultratenkych zmrazenych
rezll. Touto metodou se zabyval s. Milo§ Novdk,

Obr. 10. Viriony VEE v myelinizovaném vldknu &ichového
bulbu 3. den po infekci. Zvétseni 120 000krdt

Obr. 11. TF¥i édstice viru choroby Kyasanurského lesa
(KFD) v rozsifeném endoplazmatickém retikulu neuronu.
Zvét3eni 164 000krat

ktery je i autorem vylepSeni — zavedenim po-
lyetylenlgykolu ke zpevnéni vzorku.

Dalsi nové zavedenou metodu — negativniho
barveni, kterd preSla do rutinniho pouZivani
v laboratofi EM, budu dokumentovat na obraz-
cich ze studia virovych hepatitid v EM pfi vi-
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obr. 12. CtyFi viriony KFD v rozsifeném endoplazmatickém ~ ODr. 14. Zralé &dstice vakcindlniho viru v diploidnich
retikulu a &etné membrdnou ohraniéené vdéky a malé burikdch LEP 24 hodin po infekci. Zvétseni 65 000krdt

vakuoly,; mezi nimi jedna édstice viru KFD.
Zvétseni 125 000krdt

Obr. 13. Viriony KFD v krystaloidnim uspordddni
v cytoplazmé pericytu Eichového bulbu kireéka; 7.den po
intranasdlni infekci. Zvétseni 108 000krdt

zualizaci Gastic v sérech a ve stolicovych fil-
tratech pacientfi. Ve stolicovych filtratech se
ndm podafilo pomoci imunoelektronové mikro-
skopie zobrazit shluky virdi hepatitidy A uni-
formni velikosti 27—28 nm kulatych ¢astic pie-
vazZné elektrondensniho obsahu (obr. 16) a tim
spolu se sérologickym vySetfenim potvrdit etio-

= ; < : : P = Obr. 15. Zralé édstice viru vakcinie v diploidnich buiikdch
logii Zloutenkové epidemie v 1ét€ 1979 v CSLA. " 'ryp 24 hodin po infekei a po negativnim barvent.

0Od r. 1976 se zabyvame detekci ¢4astic speci- ZvétSeni 65 000krdt
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Obr. 16. Komplex é&dstic viru hepatitidy A ze stolicového
filtrdtu pacienta. Zvétseni 120 000krdt

Obr. 17. Shluk v3ech tii morfologickijch forem HBsAg
(povrchovy antigen hepatitidy B), resp. HBV (virus
hepatitidy B): malé okrouhlé &dstice, jedno vldkno a

jedna Daneova é&dstice v séru pacienta. Zvétseni 91 000krdat

fickych pro hepatitidu B v EM. Na obr. 17 jsou
vSechny tFi morfologické entity zachycené v sé-
ru pacienta infikovaného virem hepatitidy B:
Daneova céstice velikd 42—45 nm (plivodce he-

Obr. 18. Imunokomplex ze séra pacienta, ke kterému byly -
priddny specifické protildtky: jsou pFitomny vSechny tii
morfologické formy, nejpoéetnéjsi jsou malé &dstice.
Zvétseni 67 600krat

patitidy B) a povrchové antigeny partikularni-
ho charakteru — malé C¢éastice 17—22nm a
vldkno stejného priifezu, ale dlouhé v nékte-
rych pripadech aZ nékolik set nm. Pfi studiu
hepatitidy B jsme pouZivali také imunoelektro-
novou mikroskopii, kdy jsme po inkubaci in-
fekéniho séra s komerénimi praseéimi protilat-
kami anti-HBs nachézeli komplexy vySe uvede-
nych c¢astic (obr. 18) ve stdlé distribuci: malé
castice v naprosté prevaze a obcas se vysKkytu-
jici vlakna a Daneovy ¢éstice. Ze sledované dis-
tribuce ukdzanych ¢astic v jednotlivych sérech,
z hustoty vyskytu ¢astic a pFitomnosti imuno-
komplexti pfi pouZiti pfimé elektronové mikro-
skopie jsme se pokouseli o interpretaci ndlezi
vzhledem k diagnoze a prognéze virovych he-
patitid typu B. Toto vySetfovani jsme jesté do-
plnili o elektronmikroskopické sledovani jehlo-
vych biopsii jater pacientli postiZenych hepati-
tidou B z ultratenkych fezli; v radé jaternich
vzorkd, resp. v jejich hepatocytech jsme nalé-
zali morfologické korelaty sérovych &éastic vi-
ru hepatitidy B (Daneovych ¢astic), konkrétné
jejich nukleokapsidy (obr. 19) jako 21—25 nm
veliké neobalené Castice. Nalezy v EM vySetio-
vanych jehlovych biopsii jater pacientdi a né-
lezy v EM vy3etfovanych sérech tychZ jsme pak
uvadeéli do vztahu k zavéreénym klinickym dia-
gnozam jednotlivych pacientdi. Potvrdil se, mi-
mo jiné, zdsadni predpoklad, Ze vyskyt nukleo-
kapsid v jadrech hepatocyti se vztahuje k neu-
stalé replikaci infekéniho viru a jeho uvoliio-
vani, to se obrdzi zvySenym vyskytem Daneo-
vych Castic, pfipadné imunokomplexdi v séru.
Dosavadni vysledky a zkuSenosti vyznaéné pri-
spivaji nejen k upresnéni diagnézy u jednotl-



ROCNIK LIII, 1984, &. 1

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY 35

Obr. 19. Cdst jddra hepatocytu, kde jsou prFitomny
nukleokapsidy viru hepatitidy B. ZvétSeni 100 000krdt

vych nemocnych, ale umozZiiuji provést i nékte-
ré obecné zavéry tykajici se diagnostického vy-
znamu pouZitych metod vySetfovani a také ka-
tegorizace pacienti do skupin s chronickymi
formami virové hepatitidy B.

Uvedené vysledky jsou dokladem toho, Ze
elektronovy mikroskop je ve virologii nejen ne-
zbytnym néstrojem morfologické analyzy kva-
litativni i kvantitativni, ale také slouZi k zpres-
néni a sprdvné interpretaci faktli objevenych
jinymi metodikami a pfindSi jejich kone¢ny di-
kaz.

Souhrn

Ve zpravé je shrnuto zaméreni a ¢innost la-
boratofe elektronové mikroskopie VUHEM za
poslednich 10 let. Jsou uvedeny vysledky s fo-
todokumentaci nékterych vybranych pokusnych
celkili: elektronmikroskopické studium interak-
ce riiznych vird s nékterymi butikami in vitro
a in vivo a moZnosti pouZiti elektronového mik-
roskopu pFi vySetfovani virovych hepatitid. D4-
le jsou zminény nové pouZité metodiky — me-
toda ultratenkych zmrazenych fezli a metoda
negativniho barveni.

Literatura u autora.
Pozndmka: Predneseno na védecké konferenci k 25. vy-

rodi zaloZeni VOHEM v zA4Fi 1982 v Sazavé u Zdéaru
nad Séazavou.



