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NAŠE ZKUŠENOSTI SE SËROLOGICKŸM VYŠETŘOVĂNÍM TULARÉMIE

MUDP. Vladislav POTUŽNÍK, PhMI‘. Vladimir ŠVEINOCH
mikrobiologické oddělení KHES, České Budějovice

Tularflémie u lidí Zůstává stále onemocněním,
kde ISérologické Vyšetření je u většiny případů
kromě epidemiologických metod jediným, které
může přispět k etiologickému objasnění infekce.
je tomu tak proto, že pozitivní kultivační nález
je u lidských infekcí Spíše výjimkou než pra-
vidlem, což platí ještě větší měrou v současné
době, kdy pacientům je často odebírán materiál
ke kultivačnímu vyšetření obvykle až po Zahájew
ní léčby antibiotiky. V poslední době vedlo po-
užití citlivých, rychlých .a Spolehlivých metod
k prohloubení sérologické diagnostiky této in-
fekce. V ınaší laboratoři jsme mohli v průběhu
epidemie tularémie v r. 1962 vyzkoušet vedle
klasické aglutinační reakce i některé novější
sérologické metody, a to průkaz inkompletních
protilátek, nepřímou hemaglutinační reakci, la»
tex aglutinační test a povrchově fixační test.
Smyslem této práce je Zhodnocení významu jed-
notlivých reakcí pro rutinní praktické použití.

Bylo vyšetřováno celkem 444 Sér od 195 ne-
mocných, u nichž byla na podkladě klinického
vyšetření .a epidemiologického pátrání Stanovena
diagnóza tularémie. První vzorek séra byl ode»
brân nejpozději první 'nebo druhý ıden hospitali-
Z-ace a následující v 5-10denních intervalech.
Všechna séra byla až do sérologického vyšetření
uchovávána při —- 200. Kontrolní Skupina obsa-
hovala 40 Sér od zdravých lidí, 60 od nemocných
jinými infekcemi a 8 sér od 'nemocných bruce-
lózou.

Metodika

a] Získávání výchozí bakteriální masy k pří-
pravě jednotlivých druhů antigenů.

jako produkčního bylo použito kmene č. 645/62
Ref, čerstvě izolovaného v naší laboratoři z uhy-
nulého Zajíce [1]. Kmen byl masívně fnaočkován
na půdu podle Rhamy:
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Rp.: Proteose pepton 20,0; Glukóza 20,0; NaCl
10,0; 1-Cystin 3,0; Agar 30,0; infúze Z hovězího
Srdce 1000,0; 20/0 roztok hemoglobinu 1000,0;
pH 6,8.

Inkubace 4 ıdny při 37O C Za aerobních podmí-
nek. Pot'é růst stažen Z ploten do husté bakteriál-
ní masy.

b] Reakce aglutinační [AR].
Antigen upraven do density, odpovídající

3. stupni McFarlandovy stupnice, ředěním fy-
ziologickým roztokem S 0,5% formaldehydu.
P'rovedení reakce běžným způsobem [2]. Při ode-
čítání hodnocena 500/0 aglutinace ještě jako po-
zitivní, podobně jako je tomu u aglutinace s ná-
plavem brucel [3).

c] Stanovení inkompletních protilátek [IAR]
bylo prováděno technikou podle Stewarda a
McKeevera [4] v modifikaci podle Potužníka a
Havlíka [5].

d] Nepřímá hemaglutinační reakce [NHR].
Specifický surový polysacharidový antigen je

uvolňován do vodního roztoku destrukcí bakterií
varem. Čtyři díly vlhké váhy kultury smísíme
S 15 díly pufrovaného fyziologického roztoku a
varem po dobu 60 minut v Arnoldově přístroji
uvolníme surový antigen. Po následném pozvol-
ném ochlazení oddělíme při 10 000 obr./min. bu-
něčnou drt a surový polysacharidový antigen.
Potřebná doba centrifugace je asi 10 min. Modi-
fikace erytrocytů, provedení a odečtení reakce
je obdobné jako NHR u Střevních infekcí [6, 7],
pouze 's tím rozdílem, že bylo použito erytrocytů
konzervovaných formaldehydem [8).

e] Latex aglutinační reakce [LAR].
Principem reakce je vazba antigenu na latexo-

vé částice, které jsou pak aglutinovány Ispecific-
kým .antisérem jako antigenu bylo použito Stej-
ného preparátu jako k NHR. Protože při této
reakci není možné použít centrifugace k propi-
rání směsi latex + antigen k odstranění přeby-
tečného antigenu, je nutno nejprve box-titrací
Stanovit takové nejmenší ředění antigenu, které
plně modifikuje latex tak, aby žádný volný anti-
gen nezůstal v tekutině. Modifikací částic prová-
díme 2 hod. při 370. Vlastní reakce Se provádí
stejným způsobem jako AR, ale inkubace je nej-
prve 2 hod. při 560 C a pak do druhého dne při
pokojové teplotě. Odečítáme jako 0 aglutinaci,
avšak s poněkud jemnějším zrněním a vyjasně-
ným supernatantem.

f] Povrchově fixační reakce (PFR).
Základem je původní Castenedova metodika

u brucelóz [9] v naší modifikaci [10]. Růst asi
z 20 ploten se SuSpenduje ve 100 ml fyziologic-
kého roztoku s 10/0 formalínem. Po 24 hod. stání
při pokojové teplotě propereme pasteurely ve
fyziologickém roztoku a doplníme opět na 100
ml. Barvení antigenu se provádí 10/0 roztokem
hematoxylinu [1 g hematoxylinu se rozpustí v ma-
lém množství etylalkoholu a doplní Se do 100 ml
de“stil.vodou) a 20/0 roztokem ferrum sulphuricum
p. a. v vde-Stil. vodě. Na každých 100 ml náplavu
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pasteurel přidáme 2 ml roztoku ferrum sulphu-
ricum a 4 ml roztoku hematoxylinu. Postavíme
na světlo. Během asi 4 dnů se suspenze zbarví
do tmavomodré, téměř černé barvy. P'ak je nutno
provést oddělení nečistot od obarvených brucel,
a to diferenciální centrifugací. Nejprve při velmi
nízkých obrátkách oddělíme hrubé shluky bar-
viva a mikrobů, takže v supernataˇntu Zůstanou
pouze obarvené, difúzně rozptýlené pasteurely.
Pak při 8000 obr./min. propíráme pasteurely tak
dlouho, až je supernatant zcela bezbarvý. Na-
konec hustou masu pasteurel přenášíme do třecí
misky. Emulgace bakteriální masy se děje v na-
Sycen'ém roztoku sacharózy ve Vhodném poměru
[viz dále). Vzniklou emulzí tiskneme pomocí dcl--
ního ústí pipety kulaté tečky o průměru 3-4 mm
na filtrační papír, a to asi 2,5 cm od dolního
okraje a asi ve vzdálenosti 1,5 cm od sebe. Po
zaschnutí je antigen připraven k použití. K vlast-
nímu provedení reakce naneseme na antigen
1 kapku vyšetřovaného séra, kterým antigen
zcela překryjeme. Necháme lehce Zaschnout.
Poté ponoříme proužek filtračního papíru do ná-
doby s fyziologickým roztokem tak, aby skvrny
byly asi 1 cm nad hladinou roztoku a ponecháme
10-15 minut difundovat. jestliže byly v Séru
obsaženy specifické protilátky, dojde k fixaci
antigenu, takže není 'strhován proudem fyziolo-
gického roztoku a skvrna se nemění [+]. V opač-
ném případě Zůstane antigen volný a je vypla-
vován z původního místa na papíře způsobem,
který je přirovnáván ke kometě [——]. je-li V séru
méně protilátek nežli stačí k úplné fixaci, dojde
k částečné fixaci a k čátečněmu vyplavování
antigenu [i]. jde tedy o reakci kvalitativní.
Antigen je Však nutno standardizovat tak, aby
zachycoval bezpečně určitou hladinu protilátek
a více. Toho je možno docílit správným poměrem
masy pasteurel k množství roztoku sacharózy při
výrobě. V našich podmínkách to bylo .asi 1 : 8.

Výsledky uvádíme souhrnně takto:
a] Nejprve jsme srovnali výsledky dosažené

v AR a NHR, přičemž nás zajímal především po-
měr výše titrů protilátek dosažených v obou re-
akcích. Výsledek je shrnut v tab. 1.

Ukázalo se, že ve 34 sérech byly výsledky na
Stejném stupni pozitivní či negativní, tedy
v 7,6 0/O. Sér negativních v NHR a pozitivních.
v AR či S vyšším titrem v AR než v NHR bylo 8,
tj. v 1,8 0/0. Zbývajících 402 *Sěr [91,6 0/0] reago-
valo vyšším titrem v NHR než v AR.

b] Celá skupina kontrolních sér vykazovala
v obou reakcích negativní výsledky.

c] V obou reakcích jsme mohli většinou pro-
kázat velmi dobrou dynamiku tvorby protilátek.
V tab. 2 uvádíme 3 typické ukázky.

d] Inkompletní protilátky byly pravidelně pří-
tomny téměř ve všech sérech v titrech jen o málo
vyšších Inežli protilátky kompletní.

e] Latex aglutinační reakce dávala téměř shod-
né výsledky s reakcí aglutinační.

f] PFR byla pozitivní či částečně pozitivní Od
aglutinačního titru 1 : 40 a výše.
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Tabulka 1

a] AR—— NHR + b] AR+ NHR—— c] AR + NHR + d]
[poměr titrů]

AR —— NHR ———

PočetAR NHR sér AR NHR sér PočetAR : NHR sér Pocet Ser

20 —— 1

40 —

80 ——

4
— 40 6
—— 80 6
—— 160 2
—— 320 3
—— 640 2
—— 1280 7
— 2560 10
-— 5120 2
—— 10240

20 15
56
69

16 67
32 58
64 42
28 [a víc] 44

1 19
1 4
1 1L

b
N

H
I-

‘H
H

H
I-

‘H
H

Oelkem 46 Celkem 3 Celkem 380 Celkem 15

Diskuse

Při vyšetřování epidemie tularémie v našem
kraji v r. 1962 jsme byli postaveni před úkol vy-
šetřit značná množství ISér. Protože nebylo v do-
Statečném množství k dispozici komerčně vyrá-
běné aglutinační diagnostikum, byli jsme nuceni
vyrobit Si sami větší množství diagnostika. Uve-
dená pevná půda podle Rhamy Se nám velice
dobře osvědčila a dávala Zhruba dvojnásobně
větší výtěžek bakteriální masy než půdy užíva-
né pro izolace P. tularensis, jako např. půdy
S vnaječnými žloutky či s thioglykolátem sodným.
Disponovali jsme určitým množstvím diagnostika
Behringwerke, které jsme použili pro Srovnání
S di-agnoStikem naší výroby. Při použití několika
Sér negativních, Středně silně ıa |Silně pozitivních
Se ukázalo, že nebyly prakticky rozdíly v kvalitě
mezi oběma Srovnávanými antigeny, a proto jsme
vyrobili vlastní »diagnostikum ve větším množství
i pro potřebu několika jiných laboratoří.

Výše tzv. „pozitivních“ aglutinačních titrů je
u tularémie udávána poměrně nízko. Většina
autorů udává hodnoty již 1:20 jako Silně pozi-
tivní a 1 :40 a vyšší za jednoznačně pozitivní,
Současně je však poukazováno na rozhodující
význam sledování dynamiky protilátek [11]. Ne-
chybí však ani údaje o tom, že teprve hodnoty od
1 : 100 je možno považovat za Signifikantní [12].
Za nejvyšší dosažitelné titry jsou u'dávány hod-
noty 1 : 20 000. Podle našich nálezů nelze hod-
noty do 1 :80 bez opakovaného vyšetření pova-
žovat za pozitivní a je třeba vyčkvat dalšího vy-
šetření a Sledovat dynamiku titru protilátek. Te-
prve hodnoty od 1 :160 je možno považovat za
ˇSignifikantní ıa vysoké hodnoty od 1 : 640 a vyšší
za. jasně pozitivní. Negativní výsledek nevylučuje
tularémii tehdy, jestliže odběr krve byl proveden
před 10. dnem onemocnění, kdy protilátky aglu-
tinvačního typu ještě nejsou vytvořeny.

V některých Sérech jsme provedli zjištění in-

kompletních protilátek. Zjistili jsme, že jsou pra-
videlně ve vyšším titru přítomny většinou tam,
kde jsou prokazatelné i protilátky kompletní,
avšak nenalezli jsme je při nepřítomnosti proti-
látek kompletních. P'ro rutinní provoz nepovažu-
jeme proto tuto reakci za vhodnou.

Velmi cennou Sérıologickou reakcí v diagnosti-
ce tularémie se ukázala být NHR. Podle Alexan-
derovflé a Spol. [13] prokazujeme touto reakcí
antipolysacharidové protilátky, jejichž výše má
být v korelaci Se stupněm imunity, a proto uve-
dení |autoři měřili touto metodou, Spolu |S reakcí
precipitační, vakcinační efekt. Nezjistili však
v této souvislosti korelaci s reakcí aglutinační.
Wright a Feinberg [14] rovněž užili NHR k prů-
k-azu protilátek v sérech lidských, koňských,
králičích, krySích a ovčích -S velmi dobrými vý-
Sledky. Knıothe la Havemeister [15] IStudovali po-
mocí této reakce protilátkovou odpověď u zvířat
a lidí očkovaných různými Írakcemi pasteurel.
Zjistili, že čistý polysacharid není antigenní a že
jeho Iantigenicita Stıoupá s množstvím přidaného
proteinu. To je v souhlase S již uvedenou prací
Wrighta a Feinberga, kteří mohli prokázat anti-
genicitu červených krvinek S adSorbovaným tu-
laremickým polysacharidem, avšak nikoli Sa-

Tabulka 2

Paci-ent č. 2 Pacient č. 3Vzorek Pacient č. 1
ˇ AR NHR AR NHRC. , AR NHR

0 0 80 640 160 320

80 1280 160 1280 640 2560
320 10000 160 2560 1280 2560

1280 20000 320 10240 80 1280

2560 20000 80 10240
1280 20000

320 20000fl
m

m
tı

s
ı-
ı
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motného polysacharidu. Aˇni podle našich nálezů
není korelace mezi AR .a NHR, i když obecně je
citlivost NHR podstatně vyšší. Rozdíly jsou
i v dynamice tvorby. Zatímco u AR po docílení
vrcholu protilátky klesají, v NHR přetrvávají
obvykle ve vysokých hodnotách. je tedy pravdě-
podobné, že NHR měří jinou kvalitu protilátek
než AR, což by bylo v `souhlase se shora uvede-
nou prací.

Smyslem naší práce však bylo Zhodnocení
významu NHR pro praktickou diagnostiku. Kro-
mě obecných Známých výhod této reakce, které
Spočívají v rychlosti a snadnosti provedení re-
akce a jejím odečítá'ní, jsme se zabývali otázkou
specifity reakce. Srovnáním vyšetření u skupiny
zdravých lidí či nemocných brucelózou a ji-
nými infekcemi se ukázala velmi dobrá ˇspecifita
reakce. Překvapilo nás, že jsme nenalezli zkří-
žené reakce mezi séry pacienta s brucelózou
S tularemickým antigenem v NHR, o nichž je
velmi často v literatuře referováno, ovšem v sou-
vislosti ıS reakcí aglutinační. je pravděpodobné,
že námi užitý kmen P. tularensis k výrobě anti-
genu neměl v literatuře popisovaný společný
antigen P. tularensis a B. abortus. Domníváme
Se, že NHR by byla vhodná po přezkoušení i na
jiných pracovištích pro rutinní ısérologickou
diagnostiku tularémie. Jako velmi výhodné by se
jevilo použití této metodiky i ve studiích epide-
miologických ke zjišťování imunity. Předpokla-
dem pro to by byla centrální výroba .a'ntigenu a
Vhodná standardizace reakce.

Latex aglutinační reakce byla provedena pouze
S menším počtem sér. Výsledky byly prakticky
totožné s reakcí aglutinační, což je v Souhlase
s prací Flamma a spol. [16]. Z našich dosa-
vadních zkušeností vyplývá, že tato reakce —— za
použití pıolysach. antigenů —— nemä ‘z’ädné vý-
hody ve srovnání s klasickou AR či s NHR, při-
čemž je i poněkud pracnější.

Velmi perspektivní pro široké terénní použití
se 'nám jeví reakce povrchově fixační, prováděná
na filtračním papíře. Dosud jsme nenalezli v li-
teratuře zpráv o jejím použití u tularémie. Iejí
provedení je velice jednoduché, trvá pouze ně-

kolik minut při minimální spotřebě séra a anti-
genu. Iflde tedy v pravém slova smyslu o tzv.
rychlotest. Ide ovšem pouze o reakci kvalitativní,
která má vyloučit negativně reagující Séra. Po-
zitivně reagující Séra se titrují dále AR či NHR.

V našich podmínkách jsme ji Standardizovali
tak, aby zachycovala aglutinační titry od 1 : 40 a
výše. Snížením množství bakterií a zvýšením po-
dílu sacharózy je ovšem Amožno dasáhnout toho,
že jsou zachycovány i titry nižší. V tomto smyslu
považujeme toto sdělení za předběžné, protože
Se dále hodláme zabývat |standardizaci tohoto
testu u tularémie.

Na podkladě našich dosavadních zkušeností se
domníváme, že vhodná sest-ava reakcí pro séro-
logické vyšetřování u tularémie by měla ob-sa-
hovat reakci povrchově fixační jako vyhledávací
reakci kvalitativní, dále pak reakci aglutinační
a nepřímou hemaglutinační k 'měření množství
protilátek.

Souhrn

Popsány zkušenosti |S aglutinační, nepřímou
hemaglutinační, latex-aglutinační reakcí, S prů-
kazem inkompletních protilátek a S povrchově
fixační reakcí u tularémie. Nepřímá hemagluti-
nační a povrchově fixační reakce vhodně dopl-
ňují reakci aglutinační, zatímoo reakce latex-
aglutinační a průkaz inkompletních protilátek
nejsou přínosem k sérologické diagnostice tula-
rémie.
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