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K POUZITI FLUORESKUJICICH PROTILATEK LABORATOREMI
HYGIENICKO-PROTIEPIDEMICKE SLUZBY

" Podplukovnik MUDr. Jifi FRANEK, CSc.
Vojensky tstav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

Nekolikaletd experimentdlni prdce s fluores-
kujicimi protildtkami (FP) prinesla Fadu velmi
pozitivnich vysledkii, které jednoznatné potvr-
zujl, Ze imunofluorescenéni metoda dnes pfed-
stavuje pres vS8echna svd omezeni nejredlné&jsi
cestu k FeSeni otdzek rychlé mikrobiologické
diagnostiky i specifické detekce (piehled hlav-
nich vysledki i celkové problematiky — viz Fra-
nék 1964).

Pievod nové metody do praxe neni nikdy snad-
ny, tim spiSe, kdyZ jde o metodu technicky na-
rocnou. Pfesto technické otdzky dnes uZ nejsou

nejdileZitéjSi — alespoii ne, pokud se tyk4 do-
stupnosti metody laboratorfim. NejvétSim problé-
mem je, jak metodicky zabezpecit respektovani
toho, Ze jde 0 novou reakci s fadou zvlaStnosti
i dosud otevienych otézek.

K hlavnim z nich patfi, jak si ovéFit, resp. jak
zajistit pfi pokusech o praktickou aplikaci FP
na nezndmy materidl specifiénost vysledku.

V laboratofi amerického biochemika Coonse,
autora metody, byly pouZivany tyto testy ovéfu-
jici specifi¢nost (Coons 1950):

a) inhibice specifické fluorescence predbé&Z-
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nou aplikaci
séra;

b) ztrata fluorescence po vysyceni konjugéatu
homolognim antigenem;

c) negativni vysledek po aplikaci k-on]ugétu
na tkan neobsahujici homologni antigen.

Tento systém kontrol m4 své trvalé misto v ex-
perimentdlnich pracich. Na druhé strané vsak
kaZd4a z jmenovanych reakci ma své nedostatky
a omezeni, které pravé pfi aplikaci na neznamy
materidl (tj. pfi diagnostickém pouZiti FP) pod-
statné sniZuji jejich cenu.

Inhibiéni testy: Mdlo vyrazné vysledky dvou-
stupitové inhibice (tj. postupu, pfi némZ se na
preparéat aplikuje nejprve nekonjugované a te-
prve po jeho odstranéni konjugované homologni
sérum) pozorovali v pokusech se zarodky maleu
a melioidézy uz Moody a ostatni (1956); tito
autofi také popsali fakt oslabeni fluorescence
pfi soucasné aplikaci neznackovaného a znacko-
vaného séra na preparat.

Technikou inhibiénich test se pozdé&ji zabyval
zejména Goldman, ktery zjistil, Ze pf¥i tomto po-
slednim zptisobu, tj. pfl soudasné aplikaci obou
sér, se ucinnost inhibice podstatné zvy3uje;
autor navrhl tento postup (,one-step inhibition
test“) pro sérologickou diagnostiku toxoplaz-
mézy (Goldman 1957).

Ale ani v dvoustupriovém, ani v jednostupiio-
vém provedeni n=ddvaly inhibi¢ni reakce ve
vSech pripadech zcela zfetelné vysledky (Brei-
tenfeld a Schéfer 1957, Finkelstein a La Brec
1959 aj.). Néktefi autofi proto zaujali k jejich
pouZivdni spiSe negativni stanovisko (viz Mi-
chajlov a Djakov 1961, str. 173—174, Jentzsch
a Axt 1963).

UZ v prvnich metodickych pokusech s B. an-
thracis provedenych v naSi laboratofi se uka-
zalo, Ze k dosaZeni Gcinné inhibice je potfeba
pouZit zcela urcité (pfedb&Znou titraci zjiSténeé)
redéni konjugatu (Fran&k 1961). Vyznam kvan-
titavnich vztahl mezi obsahem protilatek
v imunnim séru, pouZitém k inhibici, a ve speci-
fickém konjugétu, jehoZ fluorenscence méa byt
potladena, byl pak zcela konkrétné ukézan
v pozd&jSich pokusech s P. tularensis (Franék,
Proch4zka, v tisku]).

Také v pokusech s detekci protilatek v sérech
rekonvalescentll po tularémii (Franék, Wolfova,
v tisku) jsme si ovéfili, Ze k inhibici dochéazi (pfi
sériovém fredé&ni séra) skutetné jen v pomérné
malém rozmezi a Ze tento postup nedovoluje
presnéjsi stanoveni titru protilatek. Tento po-
znatek je v rozporu s uZ zminénymi pracemi
Goldmana. Je vSak tfeba fici, Ze Goldmanovy
pFiznivé vysledky nebyly plné potvrzeny ani pfi
diagnostice samotné toxoplazmézy, kde — po-
dobné jako u tularémie — je tfeba dat pfednost
bezprostfednimu zjiStovani protilatek nepfimou
imunotluorescenéni reakci (znimy antigsn —
testované rekonvalescentni sérum — antihumén-
ni konjugédt) (Kramé&i 1964, tdstni sdéleni).

Vysyceni konjugatu hemolognim antigenem:
Podobné jako u inhibi¢nich testd byly i u tohoto

nekonjugovanéhto specifického

postupu uZ v prvnich pokusech o diagnostickou
aplikaci FP pozorovdny nepiesvédéivé v{sledky
(Mejsel, Kabanova a ostatni 1957).

V pokusech s P. tularensis jsme si ovéfili, Ze
jde opét o otdzku kvantitativnich vztah@. V z&-
vislosti na obsahu protilatek v konjugatu je tie-
ba pouZit k uéinn3mu vysyceni odpovidajiciho
mnoZstvi antigenu: bakteridlni suspenze schop-
né apln& vysytit konjugat obsahujici 0,12 % bil-
koviny byla zcela neuéinnd p¥i koncentraci bil-
koviny v konjugétu 1,2 % (Frang&k, Prochdzka,
v tisku). -

V obou piipadech tedy jde o reakce, které
mohou byt velmi uZite€ns pfi studiu vlastnosti
prisludného séra v experimentdlnich podmin-
kach. Zavislosti na kvantitativnich pomé&rech je
mozZné Gcelnd vyuZit k presné&jSimu zhodnoceni
vyznamu té nebo oné protildtky v reakci, ke
studiu zk#iZenych reakci, k jemné d1ferenc1aci
blizkych antigenti (jak se to podarilo napf. pri
pokusech o rozliSeni E. histolytica a E. hartma-
nii imunofluorescentni metodou — Goldman a
Gleason 1962).

Inhibiéni testy jsou ddle metodou volby pii
detekci protilatek v rekonvalescentnich sérech;
o Gcelnosti jejich pouziti u jednotlivych infekci
je tfeba se presv&déit. NaSe vysledky o jejich
vyhod& ve srovnédni s mepfimou imunofluores-
cenéni metodou nesvédei.

Pi#i vlastni diagnostice se vS8ak mohou obé re-
akce uplatnit jen ¢astecnég, a to jeSté jen v labo-
ratofi, kterd se metodou systematicky zabyva
a miZe prfedem provést p¥islusn2 kvantitativni
titrace. -

Také tfeti zplsob kontroly specifiénosti re-
akce, jak byl pouZivdn v Coonsové laboratofi,
totiZ negativni vysledek pii aplikaci FP na tkai
neohbsahujici homeologni antigen, je pFi diagnos-
tice pouZitelny jen v omezen? mife, protoZe ma-
teridl je nezndmy a o jeho sloZeni (obsah anti-
gennd blizkych saprofytl, obsah latek s velkou
tendenci nespecificky adsorbovat FP atd.) nic
nevime. PouZiti jako kontroly vzorku obdobngho
materidlu proto nelze povaZovat, alespoil ne
vZdy, za adekvatni kontrolu (viz odstavec o ne-
specifickych reakcich).

Uveden? reakce jsou tedy pri diagnostické
aplikaci FP realizovateln3 jen C4ste¢n® a neza-
rucuji skutednou kontrolu specifi¢nosti reakce:
fada autord v tom vidi jednu z hlavnich potiZi
pfevodu imunofluorescenéni metody do mikro-
biologické praxe (viz Borek 1961, Carski 1981
a jini).

Domnivam se, Ze v otdzce diagnostické apli-
kace FP je tfeba jasné rozliSovat dvé pracovni
etapy:”)

Prvni je ddna stadiem experimentalniho vypra-

*). Z hlediska kontroly konjugédtu jde vlastn& o etapy
t¥i, z nichZ prvni je pFevéaZné biochemickd a zahrnuje
srovnadni imunologické aktivity konjugdtu s vychozim
sirem a stanoveni zdkladnich hodnot (obsah proteinu,
mnoZstvi FITC navdzaného na molekulu proteinu, event.
specifikaci frakce komjugétu). Tyto tudaje, resp. dosaZeni
vyhovujicich hodnot, jsou pfedpokladem dalsi prace s kon-
jugadtem v mikrobiologické laboratofi.



Obr. 1. Viruletni kmen B. anthracis, ¢dsteéné naruSené Obr. 2. Ojedinélé P. tularensis v otiskovém prepardtu ze
pouzdro u fetizku v ndtéru z peritonedlniho exuddtu sleziny infikované mys§i
bilé mysi

Obr. 2a. Toté? pFi prehledném zvét$eni a kontrastnim do- Ob:r. 3. B. anthracis v otiskovém prepardtu ze sleziny infi-
barveni kované mysi: prehledné zvétSeni

Obr. 4. B. anthracis v prepardtu z homogendtu sleziny infi- Obr. 5. C. burneti v otiskovém prepardtu ze sleziny infiko-
kované mysi vané mysi
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Obr. 6. P. tularensis v otiskovém prepardtu ze sleziny infi-
kované mysi

covani pfisluSného diagnostického postupu pro

dané agens, druhd aplikaci- uZ ovéfeného po-

stupu v praxi.
Béhem prvniho obdobi préce je potieba:

— oveéFit principidlni moZnost pouZiti zvoleného
séra k znizornéni daného agens imunofluo-
rescentni metodou, specifi¢nost, citlivost a
spolehlivost reakce, charakter a rozsah moZz-
nych nespecifickych reakci a moZnosti jejich
odstranéni. V této dobé jsou pouZivany inhi-
biéni testy, vysycovaci pokusy, je zjiStovan
specificky ,staining-titer a podobné hod-
noty FP; ' :

— specifikovat, na které konkrétni antigenni
frakci reakce 2zavisi, a vypracovat postup,
ktery zajisti, Ze hledané agens bude skutec-
né v materidlu pfitomno v potfebné formé;
vypracovat adekvatni zplsoby odbéru a dal-
§iho zpracovani pfisluSného materidlu (p¥ed-
kultivace, fixace apod.).

U bakterif miZe otdzka piedb&Zné pripravy
materidlu hrat velmi ddleZitou roli. Tak pfi
vypracovanl postupli pro dfikaz B. anthracis
a P. tularensis v zevnim prost¥edi se ukéazalo
optimélni prokazovat tato agens po kratko-
dobé pFedkultivaci in vivo, v orgénech zvifat
pouZitych k zrychleng biologické zkouSce
(Franék, v tisku). U jinych mikrobd byly
naopak nilezeny nejvhodnéjS§i podminky
pro specificky priikaz b&hem kultivace in
vitro, pfiem?Z dasové obdobi, b&hem kterého
je potfebny antigen optimédlné vytvofen, je
nékdy velmi kratké: u Vi. cholerae je to napf.
mezi 3—6 hodinami, u N. gonorrhoeae b&hem
prvnich 18 hodin kultivace (viz Frané&k 1964,
-str. 81—83); - : : '

— pripravit vSestranné prové*eny konjugét, za-
rucujici intenzivni specifickou fluorescenci
homologniho antigenu a upraveny tak, -aby
nzdochdzelo k nekontrolovatelnym reakcim
(ovéfené odstran&ni volného FITC, piisludné
vysyceni a Fedéni atd.); =

— ziskat osobni zkuSenosti v hodnoceni vy-
sledkli (charakteristickd morfologie, inten-
zita fluorescence, hlavni moZnosti omyld
atp). .t

Obr. 7. Prir_nokultura'P. tularensis

Tim jsou dény predpoklady, bez nichZ by ni-
kdy nemélo dojit k zahdjeni druhé etapy, tj. dia-
gnostické aplikaci FP (samoziejmé pirislusné
kontrolované a vZdy — alespoil do dosaZenf
velké zkuSenosti — srovndvané s konvenénimi
diagnostickymi metodami).

K vlastni diagnostické aplikaci tedy dochézi
aZ po vypracovdni potfebné metodiky;. pouZi-
vame ovéfeny konjugdt, jehoZ vlastnosti zname.
Za téchto predpokladii povaZuji — vychéazeje
ze zkuSenosti ziskanych v nasi laboratofi — za
ucelné, aby p¥i hodnoceni specifi¢nosti fluores-
cence bakterii byla uplatiiovdna tato hlediska:

a) Intenzita fluorescence

Pfi jejim hodnoceni jsme se pFidrZovali této
stupnice:

+ :sotva znatelné dtvary neurcité barvy,
+ : utvary zfetelné zelené zbarvene,
++ : jasné zelena barva,

+++ : intenzivni jiskiivd zelend fluorescence;
++++ : intenzivni jiskiivd zelend fluorescence;

rozdil +++ a ++-++ je spiSe subjek-
tivni, m4 umoZnit srovndni dobfe fluo-
reskujicich, ale prece jen  se liSicich
Gtvard.

Spolehlivé hodnoceni vysledkll umoZiiuji pouze
konjugdty, po jejichZ aplikaci na homologni an-
tigen dostdvame fluorescenci v rozmezi +++ aZ
++4++, tj. skute¢né intenzivni. Mohli jsme se
sami pFesvédcit, Ze prace s konjugéaty se slabsi
intenzitou fluorescence je spojena s nedimérné&
zvySenym rizikem nesprdvnych vysledki: takové
konjugdty neni moZné dostateCné& vysytit a ne-
specificka fluorescence pozadi. je proto zvySena.
Vlastni specifickd fluorescence, pomérné slab§;
je tim hire odliSitelna. PFi jinak velmi dG€inném
dobarvovani preparati oranzové fluoreskujicim
albuminem neni v tomto p¥ipad& obraz dosta-
te¢né kontrastni, takZe se ztrdci vSechna vy-
hoda dvojiho barveni (viz dile). Je zhor$ena
i moZnost morfologické diferenciace fluoresku-
jicich dtvart.

PouZivani jen takovych konjugétt, které i po
nezbytnych tdpravach (vysyceni jaternim préas-
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Obr. 8. Eozinofilni granula v ndtéru kostni drené bilé mysi

kem, orgdnovym homogendtem nebo pod.) dé&-
vaji intenzivni fluorescenci, by mé&lo byt zdklad-
ni podminkou. JestliZze se pfi vypracovavani po-
stupu pro detekci pFisluSného agens nepodafilo
zajistit odpovidajici kvalitu konjugéatu, nevylu-
¢uje to jeho pouZiti v experimentdlnich pracich,
neni ale Gcelné pokouSet se o diagnostickou
aplikaci. Takovy pokus je spojen s prili§ velkym
rizikem spornych vysledki a diskreditace me-
tody (jak tomu bylo napf#. v nékterych pracich
s riketsiemi).

b) Charakteristické morfologie

Na preparétech se téméf vZdy vyskytuje mimo
hledany antigen celd fada elementi, které z riz-
nych divodd vice nebo méné& fluoreskuji (auto-
fluorescence, nespecifickd vazba FP, ale i nap¥.
lom svétla v mistech poSkrdbdni podloZniho
sklicka). Tyto dtvary je moZné do znaéné miry
odliSit uZ morfologicky.

K prvni diferenciaci se vyuZivd zékladnich
znalosti o morfologii mikrobli (tvar a velikost
bakteridlni buiiky, pfitomnost pouzdra, typicky
rist ve dvojicich, v Fetizcich apod.). Pfitom je
jen t¥eba si uvédomit, Ze vazba FP na mikro-
bidlni buiiky vede ve srovnéni s jinymi zpiisoby
barveni obvykle k zietelnému zvétSeni jejich
rozmérd (pfedevSsim p¥icného priméru).

L

TéméFf obecnym rysem je dédle ,kapsuldrni
charakter specifické fluorescence bakterii: cen-
trdlni ¢ast bakteridlni buiiky je temn4, fluores-
kujl pouze kontury. Jde v podstat& o opticky jev,
souvisejici s rovnomérnym rozloZenim molekul
FP po celém povrchu builky (viz Michajlov
1963). Fluorescence kontur neni vyjadtena
pouze v té&ch pripadech, kdy mikroorganismy
nemaji rigidni st&nu (leptospiry, spirochety).

V fadé pfipaddl vznikd charakteristicky obraz
dany uloZenim antigenni frakce reagujicl s FP.
U B. anthracis napf. vznik4 p¥i pouZiti antikap-
suldrnfho séra velmi charakteristicky obraz tim,
%e z povrchu antraxovych bacild fluoreskuijf
pravé jen tseky pokryté kapsulou (obr. 1). U P.
tularensis je morfologie zase silné& ovlivnéna
existenci ,hlenového obalu“ pasterel. V otiscich

Obr. 9. Eozinofilnt : granulocyt v otiskovém prepardtu ze
sleziny mordéete

orgédnd infikovanych zvifat je proto fluorescence
pasterel jakoby rozmazand, pFechéazi bez ostrych
hranic do periférie a ¢asto i do centra bunék,
jejichZ stfedy proto nejsou zcela temné (obr. 2,
6). Tento charakter je zachovén i v primokultu-
réch P. tularensis, které se tim zFeteln& liSi od
kokii nebo brucel (obr. 7). K charakteristickému
ndlezu v prepardtech z organll infikovanych
(a zejména na tularémii uhynulych) zviFat déle
patii intenzivné fluoreskujici mikrokolonie, je-
jichZ sloZeni z jednotlivych pasterel je vétSinou
patrné jen pfi postupném zaostfovani rtiznych
rovin prepardtu. Na snimcich se jevi jako velké
nepravidelné bezstrukturni utvary (obr. 6). Pri-
tomnost podobnych mikrokolonii je velmi cha-
rakteristickd nap¥. i pro C. burneti v orgédnech
infikovanych mys$i (obr. 5), kde je jejich nalez
priitkaznéjSi neZ nélez samotnych izolované& ulo-
Zenych riketsii (Goldin, Amosjenkova 1961).
Znalost charakteristického obrazu vzniklého
vazbou FP na pfisludny antigen je proto pfred-
pokladem spradvn3ho hodnoceni vysledku. Z&-
kladni technickou podminkou je ovSem pouZiti
dobrého luminiscenéniho mikroskopu a kvalit-
niho konjugédtu. Nesplnéni téchto zédkladnich
technickych poZadavkd vede k dnes uZ zbytec-
nym komplikacim a nepfesnostem v prdci (viz
napf. Chadwick 1960 nebo Jentzsch 1963).

c) Negativni reakce s heterolognim sérem

Tomuto testu je ve vétSiné publikaci p¥Fikla-
dédna velkd dtleZitost. Pro hodnoceni jeho sku-
teného vyznamu je vSak t¥eba vychézet ze za-
kladnich poznatk@i o charakteru nespecifick§ch
reakcl.

PFi pouZit! FP existuji t¥i hlavni moZnosti ne-
specifické vazby konjugétu:

-~ vazba podmin&na antigennf p¥ibuznosti (kte-
r4 se miiZe, ale nemusf{ projevovat v jinych
sérologickych reakcich]:

V pokusech o skupinové uréeni{ pyogennich
streptokokli jsme se nap¥. setkali s tim, Ze spe-

S vyjjimkou obr. 2a a 3 byly viechny snimky zhotoveny
na mikroskopu ML-2 pFi pouZiti objektivu 90x a okuldru
5x. Zvétseno z kinofilmu.
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cifické, v reakci precipitace vyzkouSené sérum
proti skupiné A intenzivn& reagovalo i s nékte-
rymi I:meny skupin C a G. Sérum bylo pFipraveno
imunizaci kralikd standardnim sbirkovym kme-
nem J17A4. V imunofluorescenéni reakci se ztej-
mé uplatnily protildtky proti antigenu T4, ktery
je pritomen i u ¢asti kment téchto dvou skupin,
které vSak nemaji prakticky vyznam pFi prova-
déni precipitatni reakce s extrakty (otdzkami
vyznamu vedlejSich antigend pyogennich strep-
tokokdi pro reakci FP se v posledni dob& po-
drobnéji zabyvaji v NDR — viz Wagnsar 1963).

v

Konjugéaty proti P. tularensis mohou zkifiZené
reagovat s nékterymi kmeny z Celedi Entero-
bacteriaceae. Intenzivni nespecifickou fluores-
cenci jednoho kmene P. pyocyanea popsali
Yager a ostatni 1960; reakce byla odstranitelné
vysycenim konjugatu p¥isluSnym kmenem, tj. Slo
o skuteCnou imunologickou reakci zavinénou
obsahem specifickych protilatek (vzniklych pro-
kazateln& b&hem imunizace jako disledek exis-
tence spolecné antigenni frakce tohoto kmene
P. pyocyanea a P. tularensis) v konjugétu. Zcela
vyjimecné vSak byly naopak pozorovadny reakce
s brucelami (Carter a Leise 1958, Ananova a Je-
meljanova 1964), které jsou dobfe zndmé pfi
jinych sérologickych testech;

— vazba podminéna jinymi specifickymi faktory
neZ (znamymi) protilatkami:

Pfi analyze sér pfipravenych oCkovadnim kréa-
likd vakcinou z opouzdienych antraxovych ba-
cild nebo i &istym d-glutamylpolypeptidem (d-
GPP) se americkym biochemikiim Leonardovi a
Thornemu (1961) nepodafrilo v reakci precipitace
v agarovém gelu dokédzat Zadné specitické proti-
latky proti d-GPP, ackoli reakce byla vyrazné
pozitivni. Zjistili v8ak, Ze je zplisobena v sérech
pfitomnym lysozymem, pfiCemZ jde o reakci vy-
soce citlivou — je moZné dokazovat aZ 0,06
mikrogramu d-GPP. Autofi soufasné dokéazali,
Ze lysozym, znackovany FITCem, je pouZitelny
v pfimé imunofluorescentni metodé k priikazu
kapsuly virulentnich kmen@ stejné jako tzv.
antikapsuldarni sérum.

Velkym problémem diagnostické aplikace FP
je nespecificka fluorescence pyogennich stafylo-
kokl@l (viz Fran&k 1964, str. 72—74). Byla po-
psdna u nejriiznéjSich sér, dokonce i u sér zis-
kanych od bezmikrobnich zvifat. Reakci nelze
odstranit vysycovdnim konjugdtd suspenzi sta-
fylokokd. Jeji podstata dosud neni jasné, byla
vSak vyslovena domnénka, Ze nejde o skute¢nou
protildtku (Cohen a spol. 1963). Cestu, kteréd
miiZe vést k pochopeni mechanismu reakce, uka-
zuje neddvno publikované sdéleni Komninose
a Tompkinse (1963) o odstranéni schopnosti
stafylokokll vAzat na sebe heterologni konju-
gaty puasobenim papainu (ktery, jak je zndmo
ze starSich praci, destruuje pouze ¢ast povrcho-
vych antigend stafylokoki).

Oba popsan? typy reakci jsou ve skuteénosti
specifické, tj. jsou’ vdzdny na jedné strané na
urCitou komponentu imunniho séra a na druhé

strané na zcela urcity antigen. Podstatou tfetiho

typu zkfiZenych reakci je naproti tomu vyslo-
vené

— nespecifickd adsorbce FP riiznymi elementy
tkani apod.

PatFi sem napF. nespecifickd adsorpce FP na
zbytky organickych latek v znedisténych po-
vrchovych vodach, ve stolici atd. Jeji nzgativni
vyznam pro detekci patogennich mikrobil v zev-
nim prostfedi byl diskutovan jiZ dfive (Frangk
1963).

Jiny pFipad takové adsorpce predstavuji dege-
nerativné zménéné buiiky tkaiiové kultury v ob-
dobi tvorby cytopatického efektu. Stejné& jako
kterékoli jiné barvivo, jsou t&mito buiikami
ochotné pfijimdny i FP. Objeveni zdegensrova-
nych bunék v tkahové kultufe proto miZe zne-
snadnit detekci virus v pozdé&jSich obdobich
kultivace (viz Fratikovd a spol. 1963).

PFi pokusech vénovanych transovaridlnimu
pFenosu R. rickettsii Burgdorfer (1963) pozoroval
v larvach klistéte Dermacentor andersoni velké
mnoZstvi malych (asi Y4 rozméru riketsii), na-
prosto pravidelnych kulatych granuli, které byly
pFitomny i u zdravych larev a intenzivn& fluo-
reskovaly po aplikaci jakéhokoli konjugatu. Stu-
diem jejich bliZSiho charakteru se autor neza-
byval, odliSeni bylo provadéno &isté morfologic-
ky (velikost, tvar: je zajimavé, Ze u R. rickettsii
byla pfes jejich malé rozméry timto autorem
pozorovdna specifickd fluorescence vysloveng
»kapsuldrniho“ typu, jak je b&%n3 u bakterii).

V otiskovych prepardtech slezinilymfatickych
uzlin, a zejména pak v natérech kostni d¥end, na
néZ byly aplikovany nejriizngjsi FP (vCetn& napft.
samotnych konjug4t pro nepfimou metodu), je
moZné pozorovat velmi intenzivni fluorescenci
drobnych zrni¢ek, nakupenych charakteristic-
kym zplisobem v nékterych buiikdch nebo jejich
bezprostfedni blizkosti. BliZ§i rozbor ukézal, Ze
jde o inkluze eozinofilnich granulocytii (Grossi
a Zaccheo 1963). Jejich intenzivni fluorescence,
kterou lze jen C4ste¢né& sniZit vysycenim konju-
gdatu jaternim praskem, se miZe stat vdZnou pre-
kdZkou detekce mikroorganismii malych rozmé-
ri, intraceluldrn& uloZenych, jako jsou napk.
coxiely (Cerva, astni sd&leni 1963), tim spie, Ze
pocet eozinofilnich granulocyt v organech mysi
infikovanych pravé C. burneti zi'eteln& vzrista.

Neznalost této skute¢nosti mZe vést k hrubé-
mu omylu v hodnoceni vysledkd, jak se — soudé&
podle reprodukovanych mikrofotografii — stalo
napf. v praci Ignatjevy, vénované detekci brucel
u experimentdlnich zvifat (Ignatjeva 1962). Pfi
urcité zkuSenosti je moZné tuto fluorescenci
vétSinou odlisit podle charakteristického uloZeni
v builkdch a podle typické morfologie (velmi
jemné, celou plochou fluoreskujici tycinky
u my3i, zcela uniformni kulatd zrnicka u morcat
— obr. 8, 9) a také podle schopnosti intenzivné
vizat i albumin (viz dale).

Tento druh reakci, jejichZ podstata neni stéle
jeSté zcela jasnd, neni moZné predem ovlivnit.
Proto je t¥eba uZivat takovou techniku barveni,
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kterd by dovolila nespecifickou adsorpci co nej-
spolehlivéji odlisit.

S timto cilem bylo v fadé praci zkouSeno do-
barvovani preparétdi roztoky jédu a metylénové
modfi (viz Michajlov a Djakov, 1961, str. 168},
papainem konjugovanym s lissaminem rhodami-
nem B 200 (Alexander a Potter, 1963), 1% roz-
tokem Evansovy modfi (Nichols a spol. 1963) aj.

Sami jsme ziskali pfi pouZivani roztok® riz-
nych barev negativni zkuSenosti — tento zptisob
pravidelné oslaboval nebo barevné zkresloval
i specifickou fluorescenci, zatimco potlaceni ne-
specifické nebylo vZdy dostatecné ni¢inné.

Daleko nejlepsi vysledky dalo v maSich poku-
sech dobarvovani preparatii hovézim albuminem,
konjugovanym s oranZové fluoreskujicim lissa-
minem rhodaminem B 200. Tento postup navrhli
Smith a ost. (1959), ktefi pouZivali k barveni
preparatti smés specifického (konjugovaného se
zelené fluoreskujicim FITC) a albuminového
(konjugovaného s LRB 200) konjugétu v poméru
20 : 1. Tuto metodiku dnes pouZivaji mnozi auto-
Fi. V naSich pokusech vSak dalo lepsi vysledky
dvoustupriové barveni, pii kterém se albuminovy
konjugét aplikuje na preparat uZ obarveny spe-
cifickym konjugdtem a promyty. Pfi tomto zpd-
sobu nejen Ze nedochdzi k Z&adné interferenci
obou barev (obr. 2a, 3, 4), ale navic je moZné po-
dle pot¥eby — upravenim doby barveni — ménit
intenzitu fluorescence pozadi (Metodika pfipra-
vy konjugdtu — viz Franék, v tisku].

Phvodni autofi povaZovali reakci za fyzikdln&
chemickou vazbu. Domnivdm se, Ze velky vy-
znam maji i malé rozméry molekul albuminu a
jejich pomérnd plasticita (ve smyslu rychlého
prizplisobovani riiznym vazebnym skupindm an-
tigenli — viz Talmage a Cann 1961, str. 118—119).
To vytvari ve srovndni s velkymi molekulami
globulinu, charakterizovanymi naopak ,rigid-
nosti“ vlastnich vazebnych skupin, daleko lepsi
podminky pro nespecifickou vazbu na pfislusny
substrat. Tim lze vysvétlit, Ze albumin aplikova-
ny po globulinu zakryje nespecifickou fluores-
cenci i znaéné intenzity (nap¥. pravé i fluores-
cenci eozinofilnich granul), zatim co nijak
neovlivni fluorescenci podminéncu specifickou
vazbou konjugdtu na homologni antigen.

Domnivam se proto, Ze jde v podstaté o sérolo-
gickou reakci, pri které uvedené vlastnosti mo-
lekul albuminu vytvareji optimalni podminky pro
odliSeni specifické a nespecifické vazby konju-
gatu. Proto povaZuji kontrastni dobarvovani al-
buminovym konjugdtem nejen za metodiku pro
zvySeni kontrastnosti a demostrativnosti mikro-
skopického obrazu, ale soucasné i za cennou
kontrolni reakci, Gc¢elnéjSi neZ aplikace hetero-
logniho konjugovaného globulinu. Jak totiZ vy-
plyva z provedené charakteristiky povahy ,ne-
specifickych® reakci, heterologni sérum je ve
skutednosti kontrolou pouze pro posledni sku-

pinu (nespecifickd adsorpce FP). Tuto tdlohu.

spliiuje kontrastné fluoreskujici albumin 1lépe,
protoZe na preparéatech, kde se vyskytuje speci-
fickd i nespecificka fluorescence, ji pfimo umoz-

nuje diferencovat, zatimco heterologni konjugo-
vany globulin pouze ,signalizuje“ pFitomnost
nespecifické. Kontrola se mimoto provadi pfimo
na hodnoceném prepardtu, neni potfeba zhoto-
vovat zvlaStni kontrolni (ktery nemusi byt ve
vSech smérech totoZny).

Zavery

PFi zavAdéni imunofluorescenéni metody do
diagnostické praxe je tfeba mit stdle na zFeteli,
Ze jde o metodu v mnoha smeérech (a to nejen
svou technikou) znacéné odliSnou od b&Zné po-
uZivanych sérologickych reakci.

Jednou z nejdileZitéjSich metodickych otdzek
diagnostické aplikace FP' je vypracovani vhodné-
ho, v praxi realizovatelného zptisobu kontroly
specifiénosti vysledkli. Vychazeje z kritiky kon-
trolnich reakci pouZivanych v experimentélnich
pracich autor navrhuje, aby za pfedpoklad prak-
tického pouZiti FP bylo v kaZdém piipadé& pova-
Zovano predbézné studium (jehoZ program je
uveden) zvlaStnosti priikazu prislusného infeké-
niho agens, ukoncené pFipravou diagnostic-
kého séra (konjugdtu) o co mejpresnéji defino-
vanych vlastnostech. P¥i pouZivdni tohoto
konjugédtu k rychlé diagnostice je pak pfi hod-
noceni vysledku tfeba vychéazet zejména z inten-
zity fluorescence a morfologie fluoreskujicich
ttvarfi; pripadnou nespecifickou adsorpci FP
kontrolovat kontrastnim dobarvovdnim preparéa-
td oranZové fluoreskujicim konjugédtem albu-
minu.
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