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TULAREMIE
LABORATORNI DIAGNOSTIKA SEROLCGICKO-IMUNOCLOGICKE METODY

B. LUKAS, M. HEJZLAR

Dosud se nepodatilo rozdélit nebo rozliSit
Past. tularensis na sérotypy a mnozi badatelé
povazuji tuto otdzku jeSté za maélo vyjasnénou.
Bylo vSak zjiSténo, ze mikrob tvofi cely anti-
genni komplex. Néktefi se domnivaji, ze 2, jini
4 nebo dokonce 6 slozekl4,

Na podkladé sérclogickych pozorovéani bylo
zjiSténo, Ze u S-kultur jsou 2 antigeny — po-
vrchovy (kapsularni, termolabilni) oznacovany
jako Vi-antigen a somaticky — termostabilni
oznacovany jako O-antigen. Avirulentni kmeny
maji pouze O-antigen? 25,

V posledni dobé byla prokazana odliSna viru-
lence u kment izolovanych v Evropé a Asii (tzv.
euroasijskd varianta) a nékterymi kmeny izo-
lovanymi v Americe (tzv. americka variant-
ta)é 7.

Ukazuje se, Ze ackoli tyto varianty nemuze-
me od sebe oddélit sérologicky, pfece se poné-
kud od sebe odliSuji, coz je mozZno prokéazat na
podkladé imunologickych testd (protekéni
testy).

Studium antigenni struktury ukazuje, Ze ji
muzeme povazovat jeSté stéle za otevieny pro-
blém.

To v8ak nic neméni na skutecnosti (dosud
platné), ze v sérologické diagnostice se chova
Past. tularensis jednotné a Ze kromé rozdil
v zavislosti na virulenci nebyly mezi kmeny
prokédzany sérologicky typové rozdily.

Jednou z nejvice uzivanych metod v sérolo-
gické diagnostice tularémie je:

1. Aglutinace. K pripravé diagnostického an-
tigenu je nejlépe pouzit kmeny avirulentni,
u nichz je plné antigenni vybaveni Vi, O, tzn.
které na agarovych pidach TKGA, TSGA, GCBAS
tvori prevazné S-typy kolenii. O¢kovani ploten
provadime hustymi ¢arami. Narostlou 48hodi-
novou kulturu stirame klickou do fyziologic-
kého roztoku o pH 7,2 do zkumavek opatre-
nych na dné drobnymi sklenénymi perli¢kami
a dobfe suspendujeme. Po fddné homogenizaci
provéfime ¢istotu suspenze, naredime pribliz-
né na hustotu 2 X' 1010 mikrobd/1 ml a pak pfi-
dame do kazdé zkumavky formalin do celkové
koncentrace 0,5 %. Antigen ponechdviame 2—3
dny pii pokojové teploté, 3—5 dni pii +4°C

za obéasného protrepavani. Zkumavky s ¢istym
antigenem muzZeme lehce zcentrifugovat 5 min.
pri 2000 ot./min., resp. prefiltrovat pfes Schott
G 3 k odstranéni hrubych balasti z agarové
béaze. Uchovdvdme pri +4° C a kontrolujeme
sterilitu. Do vlastni reakce Fedime antigen na
denzitu 2—5X109/1 ml. Formolovy antigen se
nam osvedcil daleko lépe neZ antigeny fenolové,
acetonové nebo inaktivované teplem pri 60 az
100° C. Posledni povazujeme pro aglutinaci za
malo vhodné pro termolabilitu skupiny povr-
chového antigenu P. tularensis.

Vlastni test provadime béZnou zkumavkovou
metodou (Slonim?), pri Fedéni séra dvojkovou
radou. Pracujeme s 0,2 ml séra a 0,2 ml anti-
genu. Stojanky se zkumavkami inkubujeme
24 hodin pri 37° C v termostatu. Pred odecita-
nim ponechame 1—2 hodiny pfi pokojové tep-
loté nebo +4° C.

Pozitivni reakce hodnotime na krizky (4—1
krizek). Podle charakteru aglutinat hodnoti-
me reakce jako:

Vi-aglutinat je tvofen hrubymi vlockami
(pfevazné virulentni kmeny a vakcinové),

O - aglutinat tvori jemné vlocky, po protiepani
difdzni zakal (avirulentni kmeny, teplem in-
aktivované antigeny).

Za titr séra povaZujeme reciprokou hodnotu
nejvyssiho redéni séra, v némz jeSté doslo ke
zfetelné aglutinaci. Jako kontrolu zafazujeme
vzdy standardni zndmé laboratorni pozitivni
sérum o zndmém titru, kontrolu antigenu s fy-
ziologickym roztokem a negativnim a nespeci-
fickym sérem. Je vhodné odecitat aglutinaci
v postrannim osvétleni proti ¢ernému pozadi.

Upozorfiujeme na moznost zkrizenych aglu-
tinaci s brucelovymi antigenys: 12,

Aglutinace s celou krvil0-11:1 je mozno pouZzit
jak u lidi, tak u zvirat (epizootologicky prua-
zkum). Antigen se pouziva nefedény. Ke kapce
krve se prida 1 kapka destilované vody a kapka
nefedéného antigenu. U silné pozitivnich sér
nastdva aglutinace po smichéani krve s antige-
nem béhem nékolika vtefin. (Je nutno provadét
kontrolu s negativni i zndmou pozitivni krvi!)
NepovaZujeme ji pres jeji jednoduchost za
vhodnou, ponévadz dochéazi ¢asto i k chybnym
vysledklim a nespecifickym reakcim.
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Sklickova aglutinace — zpétna. Reakci je
mozno pouzit jednak k rychlé orientaci se sé-
rem nemocnéholl (netfedény antigen, kontrola
negativniho a pozitivniho séra), jednak k iden-
tifikaci izolovaného kmene (hyperimunni anti-
tularemické sérum, kontrola mikrobidlni sus-
penze s fyziologickym roztokem).

Priprava hyperimunniho séra (krali¢iho).

A. Suspenzi Zivych mikrobl (denzita 108—109
bunék/1 ml) s lipoidnimi adjuvanciemi (1 dil
lanolinu, 1,5 dilu paraf. oleje, 1,5 dilu suspenze)
aplikujeme kralikim v ddvce 1—3 ml hluboce
nitrosvalové ve 14—28dennim intervalu., Oby-
¢ejné podavame 3—5 davek.

B. Suspenzi zZivych mikrobt aplikujeme opa-
kované ve 3dennich intervalech nitrozilné ve
stoupajici denzité a mnozstvi (1,0 ml, 1,5 ml,
2,0 ml; denzita 107—109 bunék. Prvni davku
rozlozime ana partes podkozné a nitroZilng).
7.—10. den po posledni (3.—5.) imuniza¢ni dav-
ce kraliky vykrvacime.

C. Suspenzi zZivych mikrobd (denzita asi 108
az 109 bunék/ml) aplikujeme podkozné v mnoz-
stvi 1—2 ml, po 10—14 dnech davku opakuje-
me, za 7—12 dnl orientaéni odbér a podle titru
séra bud zvirata vykrvacime nebo imunizacni
davku opakujeme.

Tato schémata plati pouze pro kmeny euro-
asijské varianty, které maji oslabenou virulen-
cipro kraliky. U tzv. americkych variant musi-
me imunizovat kraliky inaktivovanymi antigeny
(formolovy nebo fenolovy), nebo provedeme
predimunizaci kraliki kmeny s oslabenou viru-
lenci.

2. Vazba komplementu: Stanoveni protilatek
fixujicich komplement (Kolmer, modif. Slonim9,
Luka$§ et all3). Antigen: velmi dobre se nam
osvédcil alkoholovy korpuskuldrni antigen
(mald antikomplementarita, dobra citlivost,
snadna priprava), horsi vysledky poskytoval
acetonovy a antigen extrahovany podle Boivin-
Mosrobeaneu.

Suspenzi mikrobd (48hodinovou kulturu
o denzité 1X5X1010) zcentrifugujeme a prida-
me Cisty alkohol v ¢tyrnasobném objemu, ne-
chame 2—3 dny pri pokojové teploté nebo 3—4
dny pfi +4°C za obCasného protfepavani, pre-
filtrujeme Schott G 3 a opét zcentrifugujeme
pri 10000 obr./min., dvakrat proplachneme
v ¢tyrnasobném objemu fyziologického roztoku
o pH 7,2 a resuspendujeme ve fyziologickém
roztoku na plvodni objem. Pfed hlavnim poku-
sem provedeme titraci hemolyzinu, komple-
mentu morceciho, dvojrozmérnou titraci anti-
genu (chladnic¢kovy zpusob), stanoveni anti-
komplementarity sér a antigenu. Séra jsme fe-
dili sériovym dvojnasobnym fedénim. Poméry
jednotlivych slozek ve zkumavce: 0,1 ml séra
(inakt.), 0,1 ml antigenu, 0,1 komplementu. Po
dikladném protfepani uloZime zkumavky do
chladnicky na 16—18 hodin, pak pridame 0,2
ml hemolytického systému. Po protiepani in-
kubujeme 30 min. pti 37° C. Pracujeme s 8—10
jedn. antigenu, 1,5—2,0 jedn. komplementu,
3 jedn. amboceptoru. V kazdém pokusu je nut-

no zaradit kontroly vSech pouZzitych kompo-
nent.

Titr séra jsme vyjadfovali jako reciprokou
hodnotu nejvy$siho fedéni samotného séra, ve
kterém dochazelo k reakci na 2 kfizky (50%
hemolyza).

Jako rediciho roztoku pouZivdme veronalo-
vého narazniku podle Meyera. Berani krvinky
pro hemolyticky systém jsme wuchovéavali ve
stabiliza¢nim roztoku:

Natr. citrici 11 g
Ac. citrici 06 g
Glukéza 339

Redestilovana voda ad 100,0 g

(Roztok se ndm pro své standardni vlastnosti
dobre osvédcil.)

Staneveni komplementfixujicich protilatek
mikrometodou (kapkova metoda, modif. Wi-
gand4).

Reakci je nutno provadét na specidlnich des-
tickach z plexiskla a pri zachovani obdobného
metodického postupu, jaky u vird popsal Benda
et all5 (presna kalibrovana inj. stfikacka s mi-
krojehlou, termoboxové skiinky na desticky
apod.).

V na$i laboratofi jsme pouzili tzv. druhé va-
rianty podle Wiganda, ve které jsme ponechéa-
vali konstantni mnozstvi antigenu a séra a re-
dili jsme komplement.

Stanoveni protilatek touto metodou ma pou-
ze orientacéni vyznam a rozliSujeme séra jen na
pozitivni, suspektni a negativni.

Hodnota titru nebyla v korelaci s titrem KF
protilatek zjiSténych zkumavkovou metodou.

3. Hemaglutinace nepifima (Alexanderova et
allé, Wright et all7, Charkes18, Knothe et all9).

Hemaglutinaéni reakce se dosud u tularémie
neuziva tak ¢asto a vlibec je ji vénovana mensi
pozornost, nez jakou si tato reakce pro svou
citlivost a specificnost zasluhuje. V podrob-
nostech této metodiky odkazujeme na pfipra-
vovanou publikaci (Lukés et al, Prispévek k sé-
rologii tularémie).

Antigen: Endotoxin ziskany fenolovou ex-
trakci za tepla 20. Spolehlivé vyuziti hemaglu-
tinacni reakce je predevSim zavislé na stan-
dardni, reprodukovatelné pripravé polysacha-
ridu, at uZ v suchém nebo solubilnim stavu.

Krvinky: lidské krvinky O-Rh- negativni
v Alseverové roztoku.

Redici roztoky: pufr. fyziologicky roztok
pH 7,2 [pufry 0,15 mol. NayHPO4, KHyPOy, in-
aktivaci norm. kréali¢i sérum v fedéni 1:250
(NSK)].

Senzibilizace erytrccytl: krvinky 3krat pro-
myjeme ve fyziologickém pufrovaném roztoku
a naredime na 5,0 %. 1,0 ml endotoxinu-lipo-
polysacharidu (0,1 mg LPS) + 1,0 ml fyzio-
logického pufrovaného roztoku smichdme s 2,0
ml 5,0% krvinek. Inkubujeme pf¥i 37° C 4 hodi-
ny, 3krat promyjeme v trindsobném objemu
pufr. fyziologického roztoku s pirisadou 0,5%
hovéziho albuminu. Krvinky pak resuspendu-
jeme na 2,5 %.
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Séra inaktivujeme 30 min. pri 56° C (fedéné
fyziologickym roztokem nebo sérovym albumi-
nem). Séra vysytime krvinkami.

Do vlastni reakce davame 0,1 ml séra a 0,1 ml
senzibilizovanych krvinek (modif. Stavitsky).
Inkubujeme 2 hodiny pii 370 C — odecéteme a
ponechame déle pri pokojové teploté pies noc
nebo pfi +4° C a odecteme definitivni titr.

Do testu je nutno vzdy zaradit jako kontrolu
vSechny pouzité komponenty. Jako titr séra
stanovime to nejvySsi fedéni samotného séra,
u kterého doSlo ke zretelné a pevné aglutinaci
krvinek (odeditdni provddime v postrannim
osvétleni).

Poznamka: Senzibilizace ,neopracovanych
krvinek® je mozna jen antigenem lipopolysa-
charidové povahy, natravené krvinky — (tryp-
sin, tanin) senzibilizujeme antigenem protei-
noveé povahy (Stavitsky?l, Chen et Meyer22).

Maélo pouzivané metody, majici vSak uréity
vyznam:

4. Latexovy test (Singer, Plotz23, Tesarek,
Rajholec, Houba).

Mnozi pracovnici se snaZzili nahradit sloZity
systém, jaky predstavuji krvinky, néjakou bio-
logicky indiferentni a inertni latkou, se kterou
by bylo mozno provadét standardni a reprodu-
kovatelné testy. Jednou z takovych latek jsou
tzv. latexové Céastice?2, Latexové Céastice jsme
dostavali laskavosti dr. Houby z VUR a velikost
Castic byla asi 0,81 mi. .

Pro vlastni potfebu laboratofe jsme modi-
fikovali pracovni postup podle Houby?4, Flam-
ma et al?25 a Widermanna?6, Uzivame fenolovy
antigen o denzité asi 1X109 mikrob1.

Senzibilizace latexovych ¢astic: 0,1 ml latexu
se smichd s urCitym optimdlnim mnoZstvim
antigenu a doplni glycerinovym naraznikem
pH 8,2 do 10,0 ml resp. 100,0 ml (vysledny roz-
tok vykazoval hodnotu na spektrofotometru
650 mm, kyveta 10 mm, transmise 16—18%).

Vlastni test: k séru (inaktivovanému i ne-
inaktivovanému) v mnozstvi 0,2 ml, fedénému
geometrickou radou, se prida stejny dil late-
xové suspenze. Zkumavky se dobfe protrepou
a ulozi do termostatu nebo vodni lazné (56° C)
na 2 hodiny, nebo do lednice pres noc. Pak
lehce zcentrifugujeme 3 min. pfi 2300 ot./min.
a vysledky odeditdme v postrannim svétle proti
c¢ernému pozadi. Obsah kontrolnich zkumavek
musi byt zcela homogenni. Za titr séra pova-
zZujeme to nejvySsi konecné redéni séra, které
ukazuje zfetelné shluky zrnek latexovych Cas-
tic. Vysledky, které jsme s timto testem dosta-
vali, byly velmi nadéjné. VySetfovana séra jak
osob prodélavSich tularémii, tak i kralika a
morcat experimentdlné infikovanych méla
v prameéru o 2—3 zkumavky vySSi titry nez pti
aglutinacni reakci.

5. Inkompletni protilatky (Coombsova ty-
puls 19 25),

Zkumavky s Fedénim séra, ve kterych je
aglutinace negativni nebo jen ve zcela nizkém
a nezretelném titru, zvlasté u téch pripadd, kde
bychom predpokladali pozitivni reakce nebo

tam, kde pozorujeme prozdny, vySetfime na
pritomnost inkompletnich protilatek.

Po odecteni aglutinaéniho testu zkumavky
zcentrifugujeme (asi 5—10 min. pf¥i 3000 ot./
min.). Sediment pak 3krat promyvame ve fy-
ziologickém roztoku v 0,5 ml. Pri centrifugaci
musime postupovat tak, aby se vytvoril pevny
sediment a nevyplavil antigen. Supernatanty
slejeme. Pak sediment resuspendujeme v 0,1 ml
fyziologického roztokua priddme 0,2mlCoomb-
sova antiglobulinového krali¢iho séra, nafedé-
ného obycejné 1:20—1:80 (podle predchize-
jici precipita¢ni zkouSky nebo koloidové aglu-
tinace Wagner?7).

Stojanky inkubujeme 2 hodiny pfi 46° C a
odecitdme proti ¢ernému pozadi a v postran-
nim osvétleni.

6. Fagocytarni aktivita leukocytd — Huddle-
son (modif. Libich-Lukas).

Metoda s celou krvi. Pri této metodé vycha-
zime z principu, Ze kmeny aviruletni jsou fa-
gocytovany pouze imunnimi leukocyty, nebo
leukocyty normalnimi po pridani imunniho séra
(nebo normaélnimi leukocyty ze zvifat rezis-
tentnich proti tularémii). Je velmi dulezité,
abychom pracovali vzdy se stejné hustou sus-
penzi mikrobl. Postavime si 4 fady aglutinac-
nich zkumavek, do 1. a 2. zkumavky napipetu-
jeme 0,1 ml mikrobialni suspenze avirulentniho
kmene (denzita 2—5 X 109 mikrobG na 1 ml),
do 3. a 4. zkumavky 0,1 ml mikrobialni suspen-
ze virulentniho kmene (o stejné denzité), pfi-
dédme 0,9 ml heparinové krve zdravého jedince
(zkumavka 2. a 4. jako kontrola) a krve vy-
Setfované osoby (zkumavka 1. a 3.). Ra4dné pro-
tfrepeme a inkubujeme 30 min. pfi 37° C ve
vodni lazni za stadlého mirného protfepavani.
Pak zhotovime béZnou hematologickou techni-
kou krevni natéry, které po zaschnuti fixuje-
me plamenem a barvime 1,5 minuty toluidino-
vou modri (jiné barveni se ndm ukéazalo ne-
vhodné). '

Pocitame pak mnozstvi fagocytujicich poly-
morfonukledrd' — alesponi 50 (event. mnozstvi
fagocytovanych Pasteurell v 50 polymorfonu-
kledrech). Srovname pak s krvi zdravého je-
dince a stanovime fagocytarni index (kapacita
zdravého/negativniho jedince =1, vhodné je
téz zaradit pro kontrolu zarucené pozitivni
krev).

Bakteriotropiny pak stanovujeme v modifi-
kaci Jersildové.

0,02 ml inaktivovaného vySetfovaného séra
(postupné dale redéného dvojkovou radou) se
smichéa s 0,1 ml bakterialni suspenze (virulent-
ni kmen). Protfepeme a inkubujeme 30 minut
pri 37° C, smichame s heparinovou krvi (zdra-
vého jedince) a inkubujeme dalSich 30 minut
pri 37° C ve vodni lazni. Pak provedeme néatéry
stejnym zpdscbem jako pifi fagocytarnim in-
dexu (zarazujeme kontrolu zdravého jedince
s kmenem virulentnim a avirulentnim a kon-
trolu s pozitivnhim zndmym sérem).

Vyznam obou testd pro rutinni diagnostiku je
znacné omezeny.
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7. Precipitace

a) termoprecipitace (modifikace Ascoliho
testu, Larson28ab), Provadi se u rychlé diagnos-
tiky tularémie ze zvirecich organd. Organy zvi-
Fete se homogenizuji se sterilnim piskem ve
fyziologickém roztoku v 3—5 ml (podle vahy
organu), povari se pti 100° C po dobu 15 minut
(mozno vlozit i do Arnoldova pristroje). Za-
hrata suspenze je zcentrifugovana pri 3000 az
4000 ot./min. po dobu 15—30 minut, nebo se
muze prefiltrovat pres filtraéni papir (aZ do-
staneme témeér cirou, opaleskujici tekutinu).
Supernatant — filtrat slouzi jako antigen (ter-
mostabilni antigen persistuje v orgéanech zvi-
rat po velmi dlouhou dobu — 14 dnt pfi 37° C).
Test provadime v kapildrach. Antigen opatrné
podvrstvime hyperimunnim sérem a inkubuje-
me pri pokojové teploté (3 hodiny) nebo pri
37° C (2 hodiny).

Kontroly: extrakt s normalnim sérem, s fy-
ziologickym roztokem, pozitivni antigen a po-
zitivni sérum. Pozitivni reakce se objevuje vSak
jen tehdy, obsahoval-li organ alespon 105—106
mikrob na 1 g.

b) Precipitace s haptenem (Karpof-Konikov,
Olsufjevl).

K organovym suspenzim (fyziologicky roz-
tok) pridame nékolik kapek fenolové Cervené
jako indikatoru a zredéné kyseliny solné 1—2
kapky na 1 ml suspenze o pH 4—5 (Sinaj do-
poruCuje okyselit suspenzi 4N kys. trichlor-
octovou). Zahtrivime nad plamenem, az uvede-
me do varu. Opakujeme celkem 3krat a neutra-
lizujeme (2N NayCOj3). Prefiltrujeme, az dosta-
neme opét prihlednou, mirné opaleskujici te-
kutinu a dalSi postup je obdobny jako u nor-
malni termoprecipitace. Autori tvrdi, Ze meto-
da s haptenem je citlivéjSi. Podle vlastnich
zkuSenosti jsme vétsi rozdily mezi obéma me-
todami nepozorovali.

c) Precipitace v agaru

VétSina autord pouzivda metodu v modifi-
kaci Oudina nebo Ouchterlonyho. V labora-
torni diagnostice se nepouzZivd a vyznam ma
jen pro experimentalni prace, napf. pri stano-
veni Cistoty, jednoty nebo imunogenni potence
antigenu a antigennich frakci, imunitni odezvy
mokroorganismi pri pouziti rGznych imuni-
zaénich schémat30-32, Z téchto divodl ma vSak
tato metodika pro experimentalni praxi velky
vyznam.

8. Pasivni protekéni protilatky

Pro béznou diagnostiku tularémie je jejich
stanoveni opét bez vyznamu. Vyznam ma ve ve-
terinarni mediciné. VySetfované sérum redime
v urcitém nasobku (Log 0,3, 0,7). 0,2 ml fedé-
ného séra injikujeme péti mySkam podkozné
do zadni koncetiny a za 2 hodiny inokulujeme
do druhé zadni koncetiny virulentni kmen
P. tularensis v davce 1 MLD. Neéktefri autofi
pouzivaji kmen s oslabenou virulenci. Vzdy za-
razujeme séra negativni i zndmé sérum pozi-
tivni. Pouzijeme-li virulentniho kmene, zfidka-

kdy sérum ochrani mySky ptfed uhynutim (po-
kusna zvyrata pozorujeme po dobu 15 dni).

* NemulZeme zde proto uplatnit napf. metodu

urcujici LDsy Reeda a Muenche a hodnoceni
jsme proto provade€li podle testu, kterého po-
uzil Meyer, podle formule:

stfedni ¢as hynutiX100
procento uhyn. zvirat
Porovnani indexu séra vySetfovaného proti
kontrolnimu — negativnimu nam poskytlo
rozdil vlastni protekce — prevence séra. Po-
uzijeme-li virulentniho kmene, ziskana ¢isla
prakticky vyjadfuji ve vétSiné pripadt arit-
meticky stfedni ¢as hynuti. Proto jsme se sna-
zili tento test nahradit vhodnéj$im, coZz nam
poskytovala modifikace tzv. stanoveni pr o-
tekéniho indexu podle Sulitzeanu.

9. Stanoveni protekéniho indexu (modif. Su-
litzeanus33).

Timto testem mulzZeme hodnotit G¢innost
nejenom sér, ale i vakcin a jinych preparatd,
ovliviiujicich rezistenci vuci P. tularensis. Vy-
Setfované sérum injikujeme podkozné péti
mySkdm a za 2 hodiny cCelenZujeme virulent-
nim kmenem P. tularensis. MGZeme postupovat
tak, Ze pouzijeme jak vySetfovaného séra, tak
infekce konstantni davky, nebo mtGzZzeme sérum
fedit, nebo infikovat zvifata odstupniovanymi
davkami infekce. Nejlépe je pouZit konstantni
jedné nebo dvou dévek séra, redéni 1:5 az 1:20
a 1. davky infekce (1—10 MLD). Za 3—4 dny
po infekci zabijime mySky a zjiStujeme pocet
mikrobl ve slezindch u skupin kontrolnich
(pouze infikovanych) a u skupin pokusnych.
Protekéni index PI pak stanovime podle for-
mule:

PI =

PI (protection index) =

resp. d.log A —d. log. B

dB

A = skupina kontrolni

B = vySetfované sérum
(V podrobnostech odkazujeme na sdéleni pri-
pravené do tisku ,,Prispévek k sérologii tularé-
mie*).

10. Stanoveni sérovych protilatek chromato-
grafickou metodou (modif. Spalding et al34).

(Podrobné bude popsdna metodika ve sdéleni ,Pri-
spévek k sérologii tularémie®.)

Antigen (diagnostikum) obarvime redénym
hematoxylinem. Antigen nakapneme na chro-
matograficky papir Whattmann 3, nechdme za-
schnout (muzeme si pfredem pripravit a pouzit
i za rizné dlouhou dobu, uchovavame ve skle-
nénych miskach). Na antigen priddme kapku
vySetfovaného séra a nechdme zaschnout, ko-
nec chromatografického papiru ohneme a vlo-
zime do misky s fyziologickym roztokem (vze-
stupné chromatoegrafie) a ponechame po néko-
lik minut probihat. Pozitivni sérum je pevné
fixovano antigenem (kapka je pfesné ohranice-
na), negativni se vyplavuje a vytvari na papire
barevnou stopu. Kontrolu provedeme se zna-
mym pozitivnim sérem (event. urcitého redé-
ni, které ndm muze priblizné urcit i titr vy-
Setfovaného séra), a negativnim sérem.
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11. Flokulacni test (Hunter et al.35)

K suspenzi mikrobt se ptida fenol do 0,5 %
a ulozi na 10 dnd do lednice. Pak se provede
dialyza a centrifugace pfi 10000 ot./min. po
dobu 15—30 minut. K supernatantu se prida
merthiolat. Extrakt se pak adsorbuje na 1%
cholesterol v pritomnosti lecitinu. Takto zis-
kana smés se pak pouziva pro vlastni test. Test
provadime bud na podloznich sklickdch nebo
ve zkumavkach, do kterych redime 0,5 ml an-
tigenu — extrakt a 0,5 ml séra vySetfovaného.
Smés se tfepe 5 minut a centrifuguje pri 2000
aZ 3000 ot./min.

Podle autora je test velmi specificky, rychly,
vysledky jsou jasné a reprodukovatelné a titry
vyS$8i nez pri aglutinacnich testech.

Pro uplnost pfipomindme, Ze v experimental-
nich pracich a pro rychlou diagnostiku je moz-
no pouzit fluorescentni techniky,
ktera vSak vyzaduje specidlniho postupu a spe-
cialné vybavené laboratofe. Samotna technika
tzv. fluorescentnich protilatek vytvari dnes
vlastné jiz samostatné odvétvi v mikrobiologii,
a proto odkazujeme zdjemce na specialni lite-
raturu.

O celkové protekci makroorganismu po pro-
vedené imunizaci nebo prodélané infekci (plati
pro experimentdini podminky) se mulZeme
pfesvéd¢it tzv. aktivnim protekénim
te s tem, ktery zde rovnéz pro Uplnost uvadi-
me. Zvifata, kterd jsme imunizovali (resp. kte-
ra prezila primoinfekci), zatiZime (Celenzuje-
me) obvykle podkozné odstupfiovanymi dav-
kami plné virulentniho kmene P. tularensis,
a to nejlépe mezi 21.—30. dnem. Stupen pro-
tekce hodnotime podle procenta prezitych zvi-
rat.

12. Tularinovy koZzni test

48hodinovou kulturu P. tularensis (kultivace
na tuhych paddch TKGA) seSkrabeme do 3%
glycerin-fyziologického roztoku (pH 7,2). Sus-
penzi zahtivdme pii 65° C po dobu 1 hodiny za
stalého michani (denzita cca 109 mikrobd
v 1 ml). Suspenzi nafedime do 0,3% fenol-fy-
ziologického roztoku na denzitu 108 bunék
v 1 ml. Po provedeni kontrolniho testu (Cisto-
ta, sterilita, neSkodnost) titrujeme v raznych
fedénich (koncentrovany 1:10, 1:100, 1:1000)
G¢innost tularinu na imunnich (infikovanych)
morcatech a kralicich. Pro kontrolu pouZivame
zvifata zdrava a provadime srovnani se stan-
dardnim preparatem (napr. firmy Behring).
Tularin injikujeme intradermalné v 0,1 ml (pu-
penec velikosti hrachu). Paralelné injikujeme
kontrolu glycerin-fenol-fyziologického roztoku.

Reakci odecitame za 2, 24, 48, 72 hod. resp.
1 tyden. Lépe se nam osvédcéuje tularin pripra-
veny z virulentnich kment neZ z kmene vakci-
nového (titrace byla provérena na morcatech
a kralicich infikovanych virulentnimi kmeny a
vakcinovym kmenem EG 15).

Do vlastniho testu vétSinou uZiviame redéni

tularinu 1:10 (tj. v 0,1 ml 106 inaktivovanych
mikrobi).

Pfi provadéni tularinového testu postupuje-
me podobné, tj. poddme 0,1 ml tularinu intra-
dermalné a kontrolu glycerin-fenol-fyziologic-
kého roztoku. Reakce odelitdme opét za 2, 24,
48, 72 hodin a intenzitu hodnotime podle modi-
fikovaného schématu Metaxas-Buehlerl3 36 na
S ke ot i S I P R

Zhodnoceni jednotlivych sérologicko-imuno-
logickych reakci

Predev8im chceme upozornit, Ze u tularémie
prevlada a ma hlavni vyznam bunéc¢ny typ imu-
nity (Allen%, Gordon3). Humoralni protilatky
nam slouzi pak jako indikator onemocnéni, kte-
ré nemusi byt a také nejsou vzdy v korelaci
s dcsazenym stupném celkové imunity resp.
nemoci. Pro laboratorni diagnostiku tularémie
ma velky vyznam kozni test (tularinovy), a to
jednak pro casnost a jednak pro svou persis-
tenci.

K bézné diagnostice tularémie plné dostacuje
aglutinaéni test. Rovnéz vSak se domnivame, Ze
tato reakce by méla byt dopliovédna. Pro jem-
néjsi posouzeni sérovych protilatek by se v pra-
xi méla vice uplatfiovat hemaglutinace (potize
prinasi standardni pfiprava polysacharida), ne-
bo latexovy test (pomérné rychlé stanoveni
protilatek — titry jsou v primeéru o néco vyssi
nez aglutininy). Protilatky fixujici komplement
maji jiz spiSe vyznam pro experimentalni stu-
dium. Z ostatnich sérologickych reakci by si
podle naSeho posouzeni zasluhoval ponékud
v8tSi pozornost orientacni skryningovy test
pomoci papirové, kapkové chromatografie. Sta-
noveni fagocytarni aktivity leukocytl by snad
bylo mozno vyuZit pro rychlé rozliSeni virulent-
nich a avirulentnich kmena P. tularensis.
Ostatni testy se spiSe hodi jiz pro experimen-
talni studium patogeneze a imunogeneze.

Prvni sérové protilatky se objevuji v séru
lidi aneb i u zvirat na konci prvniho tydne one-
mocnéni. Vrcholu je pak dosaZeno mezi 3.—6.
tydnem a pak nastdva pozvolny pokles az k nu-
lovym hodnotdm (zvla§té u aglutinin). Kom-
plement fixujici protilatky, inkomplementni
protilatky typu Coombsova, bakteriotropiny,
dosahuji priblizné stejné vysokych hladin titra
a jsou pravidelné o 2—3 zkumavky vySS§i nez
aglutininy. Podobné to plati i o titrech pfi he-
maglutinaci. Samotné stanoveni vysSky titra
neni vzdy rozhodujici pro diagnézu onemoc-
néni, dilezité je posuzovat dynamiku sérovych
protilatek (v nékolika odbérech) a podle vze-
stupu nebo poklesu protilatek usuzovat na pra-
béh onemocnéni. Sérové protilatky nas prede-
vS8im informuji o styku specifického antigenu
(zvlasté u aglutininlil) s makroorganismem.
V posledni dobé se zacina prisuzovat z hlediska
prognostického vétsi vyznam hemaglutinintm.

NejcastéjSi z imunologickych reakci je tu-
larinovy koZni test, ktery je pozitivni jiz od
4,—5. dne (podobné i fagocytarni aktivita leu-
kocyta). Po prodélané nemoci velmi dlouho
pretrvava, 14—16 let, podle nékterych autord
po cely zivot. U vakcinovanych osob je koZni
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test méné vyrazny nez u lidi, ktefi prodélali
skute¢né onemocnéni. Tato reakce méa proto
velky diagnosticky vyznam.

Pokusili jsme se podat prehled sérologicko-
imunologickych metodik, dosud pouZivanych
v diagnostice tularémie, a to jednak abychom
zainteresované pracovniky souhrnné informo-
vali, a jednak abychom se seznamili a podélili
s nimi o zkuSenosti, které naSe pracovisSté
pfi studiu tularémie v obdobi vice neZ deseti
let nashromazdilo.

Zavér

Autori podavaji uplny prehled soucéasnych
diagnostickych metod u tularémie s uvedenim
potfebnych technickych dat. Uzivanéjsi metody
jsou kriticky zhodnoceny a konfrontovany
s praktickymi zkuSenostmi autord. Prace je
doplnéna prehledem zédkladni literatury.
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