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NASE ZKUSENOSTI SE SEROLOGICKYM VYSETROVANIM TULAREMIE

MUDr. Vladislav POTUZNIK, PhMr. Vladimir SVEJNOCH
mikrobiologické odd&leni KHES, Ceské Bud&jovice

Tularémie u lidi zlstava stdle onemocné&nim,
kde sérologické vySetfeni je u vétSiny piripadil
kromé epidemiologickych metod jedinym, které
miZe pfispét k etiologickému objasnéni infekce.
Je tomu tak proto, Ze pozitivni kultivaéni néalez
je u lidskych infekci spiSe vyjimkou neZ pra-
vidlem, coZ plati jeSté vétsi mérou v soudasné
dobé, kdy pacientdm je Casto odebirdan material
ke kultiva¢nimu vySetfeni obvykle aZ po zahaje-
ni lécby antibiotiky. V posledni dobé& vedlo po-
uZiti citlivych, rychlych a spolehlivych metod
k prohloubeni sérologické diagnostiky této in-
fekce. V nasi laboratofi jsme mohli v prib&hu
epidemie tularémie v r. 1962 vyzkouSet vedle
klasické aglutinacni reakce i nékteré novéjsi
sérologické metody, a to priikaz inkompletnich
protilatek, nepfimou hemaglutinaéni reakci, la-
tex aglutinaCni test a povrchové fixatni test.
Smyslem této prace je zhodnoceni vyznamu jed-
notlivych reakci pro rutinni praktické pouZiti.

Bylo vySetfovdno celkem 444 sér od 195 ne-
mocnych, u nichZ byla na podkladé klinického
vySetfeni a epidemiologického patrani stanovena
diagnobza tularémie. Prvni vzorek séra byl ode-
bran nejpozdéji prvni nebo druhy den hospitali-
zace a nésledujici v 5—10dennich intervalech.
VSechna séra byla aZ do sérologického vySetfeni
uchovavana pii — 200. Kontrolni skupina obsa-
hovala 40 sér od zdravych lidi, 60 od nemocnych
jinymi infekcemi a 8 sér od nmemocnych bruce-
16zou.

Metodika

a) Ziskavani vychozi bakteridlni masy k pri-
pravé jednotlivych druhii antigend.

Jako produké&niho bylo pouZito kmene &. 645/62
Ref, Cerstvé izolovaného v nasi laboratori z uhy-
nulého zajice (1). Kmen byl masivné& naockovan
na ptdu podle Rhamy:
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Rp.: Proteose pepton 20,0; Glukéza 20,0; NaCl
10,0; 1-Cystin 3,0; Agar 30,0; infize z hovéziho
srdce 1000,0; 2% roztok hemoglobinu 1000,0;
pH 6,8.

Inkubace 4 dny pfi 37° C za aerobnich podmi-
nek. Poté rist staZen z ploten do husté bakterial-
ni masy.

b) Reakce aglutinacéni (AR).

Antigen upraven do density, odpovidajici
3. stupni McFarlandovy stupnice, Fedénim fy-
ziologickym roztokem s 0,5% formaldehydu.
Provedeni reakce béZnym zptisobem (2). PFi ode-
¢itdni hodnocena 50% aglutinace je$t8 jako po-
zitivni, podobné jako je tomu u aglutinace s néa-
plavem brucel (3).

c) Stanoveni inkompletnich protilatek (IAR)
bylo provddéno technikou podle Stewarda a
McKeevera (4) v modifikaci podle PotuZnika a
Havlika (5).

d) Neprimé hemaglutinaéni reakce (NHR).

Specificky surovy polysacharidovy antigen je
uvoliiovdn do vodniho roztoku destrukci bakteril
varem. CtyFi dily vlhké vahy kultury smisime
s 15 dily pufrovaného fyziologického roztoku a
varem po dobu 60 minut v Arnoldové pristroji
uvolnime surovy antigen. Po nasledném pozvol-
ném ochlazeni oddélime p¥i 10 000 obr./min. bu-
nécnou drt a surovy polysacharidovy antigen.
Potfebna doba centrifugace je asi 10 min. Modi-
fikace erytrocytli, provedeni a oded&teni reakce
je obdobné jako NHR u stfevnich infekci (6,7),
pouze s tim rozdilem, Ze bylo pouZito erytrocyti
konzervovanych formaldehydem (8).

e) Latex aglutina¢ni reakce (LAR).

Principem reakce je vazba antigenu na latexo-
vé Céastice, které jsou pak aglutinovany specific-
kym antisérem. Jako antigenu bylo pouZito stej-
ného prepardtu jako k NHR. ProtoZe pFi této
reakci neni moZné pouZit centrifugace k propi-
rani smési latex + antigen k odstrané&ni pieby-
tecného antigenu, je nutno nejprve box-titraci
stanovit takové nejmen$i fedéni antigenu, které
plné modifikuje latex tak, aby Z4dny volny anti-
gen nezlstal v tekutiné. Modifikaci ¢4stic prova-
dime 2 hod. p¥i 370. Vlastni reakce se provadi
stejnym zpasobem jako AR, ale inkubace je nej-
prve 2 hod. pfi 569 C a pak do druhého dne pFi
pokojové teploté. Odecitdme jako 0 aglutinaci,
avSak s ponékud jemnéj$im zrnénim a vyjasné-
nym supernatantem.

f) Povrchové fixaéni reakce (PFR).

Zakladem je pavodni Castenedova metodika
u brucel6z (9) v naSi modifikaci (10). Rist asi
z 20 ploten se suspenduje ve 100 ml fyziologic-
kého roztoku s 1% formalinem. Po 24 hod. stdni
pfi pokojové teploté propereme pasteurely ve
fyziologickém roztoku a doplnime opé&t na 100
ml. Barveni antigenu se provadi 1% roztokem
hematoxylinu (1 g hematoxylinu se rozpusti v ma-
l1ém mnoZstvi etylalkoholu a doplni se do 100 ml
destil.vodou) a 2% roztokem ferrum sulphuricum
p. a. v destil. vodé. Na kaZdych 100 ml nédplavu

pasteurel pfidame 2 ml roztoku ferrum sulphu-
ricum a 4 ml roztoku hematoxylinu. Postavime
na svétlo. Béhem asi 4 dnll se suspenze zbarvi
do tmavomodré, témér cerné barvy. Pak je nutno
provést oddéleni necistot od obarvenych brucel,
a to diferencidlni centrifugaci. Nejprve pii velmi
nizkych obréatkdch oddélime hrubé shluky bar-
viva a mikrobii, takZe v supernatantu ziistanou
pouze obarvené, difuzné rozptylené pasteurely.
Pak pfi 8000 obr./min. propirdme pasteurely tak
dlouho, aZ je supernatant zcela bezbarvy. Na-
konec hustou masu pasteurel pifendsSime do tieci
misky. Emulgace bakteridlni masy se déje v na-
syceném roztoku sacharézy ve vhodném poméru
(viz dale). Vzniklou emulzi tiskneme pomoci dol-
niho dsti pipety kulaté tecky o priméru 3—4 mm
na filtra¢ni papir, a to asi 2,5 cm od dolniho
oKraje a asi ve vzdalenosti 1,5 cm od sebe. Po
zaschnuti je antigen pFipraven k pouZiti. K vlast-
nimu provedeni reakce naneseme na antigen
1 kapku vySetfovaného séra, kterym antigen
zcela prekryjeme. Nechdme lehce zaschnout.
Poté ponofime prouZek filtra¢niho papiru do na-
doby s fyziologickym roztokem tak, aby skvrny
byly asi 1 cm nad hladinou roztoku a ponechdme
10—15 minut difundovat. JestliZe byly v séru
obsaZeny specifické protildtky, dojde k fixaci
antigenu, takZe neni strhovdn proudem fyziolo-
gického roztoku a skvrna se nemeéni (+). V opac-
ném piipadé zilstane antigen volny a je vypla-
vovén z plvodniho mista na papife zphsobem,
ktery je pfirovnavan ke kometé (—). Je-li v séru
méné protilatek nezli staci k uplné fixaci, dojde
k céastecné fixaci a k catecnému vyplavovani
antigenu (=*). Jde tedy o reakci kvalitativni.
Antigen je vSak nutno standardizovat tak, aby
zachycoval bezpecné urcitou hladinu protiladtek
a vice. Toho je moZno docilit spravnym pomérem
masy pasteurel k mnoZstvi roztoku sacharézy pfi
vyrobé. V naSich podmink4ch to bylo asi1: 8.

Vysledky uvddime souhrnné takto:

a) Nejprve jsme srovnali vysledky dosaZené
v AR a NHR, pfi¢emZ nés zajimal prfedevSim po-
meér vySe titrl protildtek dosaZenych v obou re-
akcich. Vysledek je shrnut v tab. 1.

Ukéazalo se, Ze ve 34 sérech byly vysledky na
stejném stupni pozitivni & negativni, tedy
v 7,6 %. Sér negativnich v NHR a pozitivnich
v AR &i s vy$8im titrem v AR neZ v NHR bylo 8,
tj. v 1,8 %. Zbyvajicich 402 sér (91,6 %) reago-
valo vyS$Sim titrem v NHR neZ v AR.

b) Celd skupina kontrolnich sér vykazovala
v obou reakcich negativni vysledky.

c¢) V obou reakcich jsme mohli vét§inou pro-
kazat velmi dobrou dynamiku tvorby protilatek.
V tab. 2 uvddime 3 typické ukdazky.

d) Inkompletni protiladtky byly pravidelné pfi-
tomny témeér ve vSech sérech v titrech jen o malo
vy88ich neZli protilatky kompletni.

e) Latex aglutinac¢ni reakce d4vala téméf shod-
né vysledky s reakci aglutinaéni.

f) PFR byla pozitivni ¢i ¢4steCné pozitivni od
aglutinac¢niho titru 1 : 40 a vyse.
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Tabulka 1
a) AR — NHR + b) AR + NHR — ¢) AR + NHR + d) AR — NHR —
(pomeér titri)
Pocet Pocet Pocet .
AR NHR sér AR NHR sér AR NHR Sér Pocdet sér
— 20 4 20 —_ 1 1 2 20 15
— 40 6 40 —_ 1 1 4 56
— 80 6 80 — 1 69
— 160 2 1 16 67
— 320 3 1 32 58
— 640 2 1 64 42
— 1280 7 1 28 (a vic) 44
— 2560 10 1 1 19
— 5120 2 2 1 4
— 10240 4 1 1
Celkem 46 Celkem 3 Celkem 380 Celkem 15
Diskuse kompletnich protilatek. Zjistili jsme, Ze jsou pra-

Pri vySetfovani epidemie tularémie v nasSem
kraji v r. 1962 jsme byli postaveni pfed tikol vy-
Setfit znacnd mnoZstvi sér. ProtoZe nebylo v do-
stateCném mnoZstvi k dispozici komercéné vyra-
b&né aglutinacni diagnostikum, byli jsme nuceni
vyrobit si sami v&tSI mnoZstvi diagnostika. Uve-
dend pevnd pida podle Rhamy se nam velice
dobfe osvédcdila a davala zhruba dvojndsobné
vétSi vytéZek bakteridlni masy neZ plidy uZiva-
né pro izolace P. tularensis, jako napi. pidy
s vajeCnymi Zloutky ¢&i s thioglykolatem sodnym.
Disponovali jsme urc¢itym mnoZstvim diagnostika
Behringwerke, které jsme pouZili pro srovnéni
s diagnostikem naSi vyroby. Pfi pouZiti nékolika
sér negativnich, stfedné silné a silné pozitivnich
se ukéazalo, Ze nebyly prakticky rozdily v kvalité
mezi ob8ma srovndvanymi antigeny, a proto jsme
vyrobili vlastni diagnostikum ve vét§im mnoZstvi
i pro potfebu nékolika jinych laboratofi.

Vyse tzv. ,pozitivnich“ aglutinaénich titrd je
u tularémie uddvdna pomérné nizko. VétSina
autorit udava hodnoty jiz 1:20 jako silné& pozi-
tivni a 1:40 a vySSi za jednoznacné pozitivni,
souCasné je vSak poukazovdno na rozhodujici
vyznam sledovéni dynamiky protildtek (11). Ne-
chybi viak ani tidaje o tom, Ze teprve hodnoty od
1:100 je moZno povaZovat za signifikantni (12).
Za nejvysSi dosaZitelné titry jsou uddvany hod-
noty 1:20000. Podle naSich nélezli nelze hod-
noty do 1:80 bez opakovaného vySetfeni pova-
Zovat za pozitivni a je tfeba vyckat dalSiho vy-
Setfeni a sledovat dynamiku titru protilatek. Te-
prve hodnoty od 1:160 je moZno povaZovat za
signifikantni a vysoké hodnoty od 1 :640 a vySsi
za jasné pozitivni. Negativni vysledek nevylucuje
tularémii tehdy, jestliZe odbér krve byl proveden
pred 10. dnem onemocnéni, kdy protilatky aglu-
tina¢niho typu jeSté nejsou vytvofeny.

V nékterych sérech jsme provedli zjiSténi in-

videlné ve vySSim titru pritomny vétSinou tam,
kde jsou prokazatelné i protilatky kompletni,
avSak nenalezli jsme je pfi nepritomnosti proti-
latek kompletnich. Pro rutinni provoz nepovaZzu-
jeme proto tuto reakci za vhodnou.

Velmi cennou sérologickou reakci v diagnosti-
ce tularémie se ukizala byt NHR. Podle Alexan-
derové a spol. (13) prokazujeme touto reakci
antipolysacharidové protilatky, jejichZ vySe mé
byt v korelaci se stupném imunity, a proto uve-
deni autofi méfili touto metodou, spolu s reakci
precipitatni, vakcinatni efekt. Nezjistili vSak
v této souvislosti korelaci s reakci aglutinacni.
Wright a Feinberg (14) rovné&z uZili NHR k prii-
kazu protilatek v sérech lidskych, koriskych,
krali¢ich, krysich a ovéich s velmi dobrymi vy-
sledky. Knothe a Havemeister (15) studovali po-
moci této reakce protildtkovou odpovéd u zviFat
a lidi ockovanych riznymi frakcemi pasteurel.
Zjistili, Ze Cisty polysacharid neni antigenni a Ze
jeho antigenicita stoupd s mnoZstvim pridaného
proteinu. To je v souhlase s jiZ uvedenou praci
Wrighta a Feinberga, ktefi mohli prokazat anti-
genicitu Cervenych krvinek s adsorbovanym tu-
laremickym polysacharidem, avSak nikoli sa-

Tabulka 2

Vzorek Pacient €. 1 Pacient €. 2 Pacient €. 3
. AR NHR AR NHR AR NHR
1 0 0 80 640 160 320
2 80 1280 160 1280 640 2560
3 320 10000 160 2560 1280 2560
4 1280 20000 320 10240 80 1280
5 2560 20000 80 10240
6 1280 20000
7 320 20000
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motného polysacharidu. Ani podle naSich nélezi
neni korelace mezi AR a NHR, i kdyZ obecné je
citlivost NHR podstatné vy$Si. Rozdily jsou
i v dynamice tvorby. Zatimco u AR po docileni
vrcholu protilatky Kklesaji, v NHR pfFetrvavaiji
obvykle ve vysokych hodnotdch. Je tedy pravdé-
podobné, Ze NHR mé¥Fi jinou kvalitu protilatek
neZ AR, coZ by bylo v souhlase se shora uvede-
nou praci.

Smyslem naS8i prace vSak bylo zhodnoceni
vyznamu NHR pro praktickou diagnostiku. Kro-
mé obecnych zndmych vyhod této reakce, které
spocivaji v rychlosti a snadnosti provedeni re-
akce a jejim odecitani, jsme se zabyvali otdzkou
specifity reakce. Srovnadnim vySetfeni u skupiny
zdravych lidi ¢i nemocnych brucelézou a ji-
nymi infekcemi se ukézala velmi dobré specifita
reakce. Prekvapilo nés, Ze jsme nenalezli zkii-
Zené reakce mezi séry pacienta s brucelézou
$ tularemickym antigenem v NHR, 0 nichZ je
velmi Casto v literatufe referovano, ovSem v sou-
vislosti s reakci aglutinacni. Je pravdépodobné,
Ze ndmi uZity kmen P. tularensis k vyrob& anti-
genu nemél v literatufe popisovany spolecny
antigen P. tularensis a B. abortus. Domnivame
se, Ze NHR by byla vhodné po pfezkouSeni i na
jinych pracovistich pro rutinni sérologickou
diagnostiku tularémie. Jako velmi vyhodné by se
jevilo pouZiti této metodiky i ve studiich epide-
miologickych ke zjiStovdni imunity. Pfedpokla-
dem pro to by byla centrdlni vyroba antigenu a
vhodnd standardizace reakce.

Latex aglutinacni reakce byla provedena pouze
s menSim poctem sér. Vysledky byly prakticky
totoZné s reakci aglutinacni, coZ je v souhlase
s praci Flamma a spol. (16). Z naSich dosa-
vadnich zkuSenosti vyplyv4, Ze tato reakce — za
pouZiti polysach. antigent — nemd Zadné vy-
hody ve srovnéni s klasickou AR ¢i s NHR, pfi-
¢emZ je i ponékud pracnéjsi.

Velmi perspektivni pro Siroké terénni pouZiti
se ndm jevi reakce povrchové fixaCni, provddéna
na filtraénim papife. Dosud jsme nenalezli v li-
teratuie zprav o jejim pouZiti u tularémie. Jeji
provedeni je velice jednoduché, trvd pouze né-

kolik minut p¥i minimélni spot¥eb& séra a anti-
genu. Jde tedy v pravém slova smyslu o tzv.
rychlotest. Jde ovSem pouze 0 reakci kvalitativni,
kterd ma vyloucit negativné reagujici séra. Po-
zitivné reagujici séra se titruji dadle AR ¢i NHR.

V naSich podminkdch jsme ji standardizovali
tak, aby zachycovala aglutinac¢ni titryod 1:40 a
vySe. SniZenim mnoZstvi bakterii a zvySenim po-
dilu sacharézy je ovSem moZno dasdhnout toho,
Ze jsou zachycovdny i titry niZ8i. V tomto smyslu
povaZujeme toto sdéleni za prfedbé&Zné, protoZe
se dale hodlame zabyvat standardizaci tohoto
testu u tularémie.

Na podkladé naSich dosavadnich zkuSenosti se
domnivame, Ze vhodné sestava reakci pro séro-
logické vySetfovdni u tularémie by méla obsa-
hovat reakci povrchové fixa¢ni jako vyhledéavaci
reakci kvalitativni, ddle pak reakci aglutinacni
a nepfimou hemaglutinaéni k méfeni mnoZstvi
protilatek.

Souhrn

Popsany zkuSenosti s aglutinacni, nepiimou
hemaglutinac¢ni, latex-aglutinaéni reakci, s pri-
kazem inkompletnich protildtek a s povrchové
fixatni reakci u tularémie. Nepfiméd hemagluti-
nacéni a povrchové fixaéni reakce vhodné dopl-
fiuji reakci aglutinaéni, zatimco reakce latex-
aglutinaéni a prikaz inkompletnich protilatek
nejsou prinosem k sérologické diagnostice tula-
rémie.
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