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FLUCRESKUJICI PROTILATKY V RYCHLE MIKROBIOLOGICKE DIAGNOSTICE

1. Diagnostika respira¢nich infekci bakterialni etiologie

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

Metoda FP byla vypracovana do té miry, Ze
je mozné postupné pristupovat k jejimu prevo-
du do praxe — samoziejmeé za dodrZeni vSech
podminek kontrolované provérky nové reakce.
Obecnymiaspekty diagnostického vyuzitiimuno-
fluorescence se zabyvala samostatnd prace
(Franék 1965). Ucelem tohoto a nésledujicich
soubornych referatli je usnadnit pracovnikim
laboratori hygienicko-protiepidemické sluzby
orientaci ve svétové literature a pokud moZno
rychle je informovat o dosazeném stavu, prak-
tickych moznostech a aktudlnich problémech
rychlé diagnostiky infekci nejdulezitéjSich pro
jejich denni praxi.

Ze skupiny bakterii, uplatiiujicich se v etio-
logii epidemiologicky nejzdvaznéjSich respirac-
nich infekci, byla zatim nejvétSi pozornost
vénovana beta-hemolytickym streptokokiim
(BHS). Zékladni préce, provedené ve Spojenych
statech ve Stredisku pro studium infekc¢nich
chorob (CDC) v Atlanté, dokazaly moznost po-
uzit konjugata pripravenych z komerc¢nich sku-
pinovych sér k identifikaci BHS ve smiSené pri-
mokulture nebo i pfimo v klinickém materialu.

Bylo pouzivano postupu vypracovaného Moo-
dym a spol. (1958). Konjugat byl pripraven ze
séra proti A skupiné BHS a vysycen suspenzi
BHS skupiny C. Material (tampén) byl kultivo-
van 2—4 hodiny v 1—2 ml Todd-Hewitowa bu-
jonu (tampony dopravené do laboratotfe odpo-
ledne byly ponechany do rana pri +40 C a kulti-
vovany pak 6 hodin). Preparat byl zhotoven ze
sedimentu (bujon centrifugovali pti 3500 ob/
min. asi 10 minut) po dvojim promyti pufro-
vanym fyziologickym roztokem (pH = 7,2).
Z kazdého sedimentu byly pfipraveny dva para-
lelni. preparaty: na jeden byl aplikovan zminé-
ny specificky konjugat, na druhy konjugat
z normalniho kréli¢iho séra (k odliSeni fluores-
cence pyogennich stafylokokl - Staphylococ-
cus aureus — jejichZz nékteré kmeny ochotné
adsorbuji jakékoli FP; tento preparat musi byt
negativni). Pozitivni zavér byl déldn na zakla-
dé nalezu intenzivné fluoreskujicich kokd ros-
toucich v fetizcich. Vyznam intenzity fluores-
cence a morfologie fluoreskujicich mikrobt pro
hodnoceni néalezu je demonstrovan na obr. 1
az 4.

Ve vSech pripadech byl aplikovdn konjugéat
pripraveny ze séra proti A skupiné BHS.

Mikrosnimky byly zhotoveny na luminiscenc-
nim mikroskopu ML-2 pri zvétSeni 540X ; Cer-
nobily film ORWO 27 byl exponovdn dvé minuty.

Byl popsén i UspésSny prikaz BHS v prepara-
tech zhotovenych pfimo tampénem (tj. bez po-
mnozovéani) (viz Halperen a ost. 1958). Jak je
vSak ukazano v praci Raucha a Rantze (1963),

Obr. 1. 5hodinova bojénovd kultura Str. pyogenes A-11

Obr. 2. 5hodinova bujénovd kultura St. aureaus

Obr. 3. 18hodinovd bujénova kultura Str. pyogenes A-11
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Obr. 4. Nerovnomérna fluorescence charakteristickd pro
staré (laboratorni) kultury streptokoki

reakce v tomto pripadé nezarucuje spolehlivy
vysledek. Pri vySetfovani 767 pacientd s infek-
cemi hornich dychacich cest byly BHS kulti-
vacné zachyceny 121X. Z toho u 68 byl masiv-
ni rist na krevnim agaru; z nich 63 (93 %)
bylo spravné identifikovdno pomoci FP pfimo
v natéru. Z 57 materiald, u nichz byly kulti-
vacné zachyceny jen jednotlivé BHS, vSak daly
FP pozitivni reakci jen 28X (53 %). Je ovSem
potieba dodat, Ze FP byly pozitivni i v 24 pfi-
padech kultiva¢né negativnich. Autoti povazuji
reakci v téchto pripadech za specifickou a do-
mnivaji se, Ze mohlo jit o atypicky (bez hemo-
lyzy) rostouci BHS, které unikly pfi rutinnim
hodnoceni kultivaénich vysledk®, nebo o potla-
¢eni rlstu vlivem ATB. Povazuji tento meto-
dicky postup za vhodny pro epidemiologické
vyhledavaci akce, pro klinickou aplikaci je vSak
malo spolehlivy.

Také zkuSenosti CDC Atlanta potvrzuji, Ze
pii aplikaci FP na preparaty zhotovené bez
predkultivace jsou vysledky mélo hodnovérné:
jednak z kvantitativnich divodd, jednak chybi
typickd morfologie (fetizky), potfebna pro od-
diferencovani pyogennich stafylokoku; navic je
fluorescence BHS zietelné slab$ineZ po predkul-
tivaci (Materidly panamerického kursu, dil 2).
V souvislosti s timto poslednim pozorovanim
Rauch a Rantz (1963) pripominaji nazor o ad-
sorpci specifickych protildtek na BHS in vivo
(které se pak v imunofluorescené¢ni reakei mo-
hou uplatnit ve smyslu inhibice vazby speci-
fickych FP).

Modifikovany postup byl vypracovan v labo-
ratori Connecticut State Dep. of Health, s ka-
pacitou pres 50000 vySetfeni na BHS rocné
(Redys a ost. 1963). Pfi tomto rozsahu labora-
torni prace neni vyhodné kratkodobé pomno-
zovani s naslednym zpracovavanim preparatd,
protoZe vede k prili§ velkému zatizeni labora-
tofe v odpolednich hodinach. Proto se postupo-
valo takto: Tampén se naockoval na krevni
agar a do 3 ml bujénu. Po 18 hodinach byl pro-
veden orientac¢ni vybér (screening) podle he-
molyzy na krevnim agaru. U vSech kultur,
u nichZ byla zjiSténa hemolyza, byly priprave-

ny preparaty pro aplikaci FP ze sedimentu bu-
jonové kultury. Pri negativhim vysledku FP
byla izolovana subkultura z krevniho agaru a
cely postup byl opakovan.

Asi 10 % vzorku bylo kompletné vySetfeno
konvenénimi metodami (izolace cisté kultury,
urceni kmene precipitaci). U ndhodné vybra-
nych 705 kmenu byla plna shoda s vysledkem
urceni pomoci FP (imunofluorescenc¢ni meto-
dou bylo identifikovdno celkem 7051 BHS sku-
piny A.

Podle tidaji Cherryho (Materidly panameric-
kého kursu, dil 2) byli v CDC Atlanta béhem
péti let vySkoleni odbornici z celkem 60 labo-
ratori statni zdrav. sluzby USA. Tticet z nich
se zUcCastnilo provérky provddéné v terénnich
podminkadch (CDC dodalo ovérené konjugaty,
precipitacni séra pro kontrolni urcovani kmenu
a periodicky provérovalo spravnost vysledk).
Bylo zpracovdno témér 9000 vzorkd, u nichz
v 944 % byla zjisténa shoda mezi vysledky
kultivace a vySetifeni pomoci FP (v materialu
bylo 2086 pozitivnich vzorkd). Podrobnéjsi
rozbor vysledkd jedné z dil¢ich akci viz Pee-
ples a ost. (1961).

Jak vyplyva ze sdéleni Moodyho a ost. (1963),
terénni provérky pokracovaly: béhem posled-
nich ¢tyr let bylo vySetfeno v rtznych labo-
ratorich (jednotnou metodikou) dalSich 27 966
vzorkl, z nichz 5574 bylo pozitivnich pomoci
FP a 5408 kultivacneé.

Technika prikazu BHS v materidlu od ne-
mocnych je tedy vypracovdna a provéfena.
O tucelnosti pouziti jednotlivych variant je uz
tfeba rozhodnout podle situace (epidemie nebo
Siroka depistdZ nebo rutinni vySetfovani Kkli-
nickych pacientl atp.).

Vlastni problematiku imunofluorescené¢ni dia-
gnostiky BHS vSak neni moZné omezit jen na
technické otazky; ta je predevSim v bliZ§im
studiu povahy antigent a protilatek, které se
zUCastni této reakce. Je totiZ znamo, Ze preci-
pita¢ni titr neni méritkem aktivity skupino-
vych protilatek v imunofluorescenci (napt.
Redys a ost. uvadéji u séra zcela negativniho
v rourkové precipitaci staining-titer 1:200, tj.
pomeérné velmi vysoky). Neni vzdycky ani plna
shoda mezi vysledky precipitace a imuno-
fluorescenéni reakce pfi skupinovém urcéovani
izolovanych kmentl: Streamer a ost. (1962)
napr. zjistili, ze z 480 kmenl vySetfenych po-
moci reakce precipitace i FP patrilo 454
(94,6 %) ke skupiné A. Ale také dalSich 20
kment, které podle precipitace ke skupiné A
nepatrily, reagovalo stejné intenzivné s FP
proti skupiné A. A naopak 4 ze 6 kmenl FP ne-
gativnich byly precipitacné urceny jako skupi-
na A. Autori uzaviraji, ze FP vykazuji asi stej-
nou chybu jako bacitracinovy test (prislusné
¢iselné vyjadreni je v praci obsaZeno), o roz-
bor vlastnich pri¢in odchylnych vysledku se
v8ak ani nepokusili. A prece je to jedind cesta
k exaktnimu vyhodnoceni nové reakce. Ze to-
tiz nejde o zakonity vztah, ale o tdaje platné
pouze v dané sestavé, ukazuje témér soucasné
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publikovana prace Estely a Shneye (1963): pti
srovnani na 2138 Cerstvé izolovanych kulturach
daly FP zcela analogické vysledky jako preci-
pita¢ni reakce. Bacitracinovy test byl 42X ne-
spravné pozitivni, 100X nespravné negativni.

Ve velkych sestaviach byva shodné urcovano
90 — 95 % kment. Rozdily jsou obvykle vét-
8i, kdyz se nepracuje s izolovanymi kmeny, ale
pfimo s primarnim materidlem (natéry tam-
ponem nebo smiSena bujonova primokultura).
Ayoubova a ost. (1964) zjistili pri detailnim
studiu malého poc¢tu kultur i né€které z moz-
nych pfic¢in: pomérné casto byly v jediném ma-
teridlu nachazeny BHS pfislusSejici k raznym
skupinam. Pozitivita resp. negativita imuno-
fluorescencni reace se pak liSi nejen v zavis-
losti na vybrané kolonii, ale je mozné se setkat
i s fluorescenci jen jednotlivych retizk( v pre-
paratu zhotoveném z jediné kolonie zdanlivé
Cisté kultury.

Vysledky srovnavacich vySetfeni mohou byt
déle zkresleny i tim, Ze dva paralelné odebrané
tampony jeSté zdaleka neznamenaji rovno-
cenny materidl. Bylo také pozorovano, Ze pri
kultivaci v bojonu BHS ostatnich skupin potla-
¢uji rast BHS skupiny A (tj. vysledek vy-
Setfeni primarniho materidlu nebo primokul-
tury na agaru nemusi byt shodny s vySetifenim
sedimentu z bujénu).

Srovnavani FP s konvenc¢nimi postupy je
proto tfeba dikladné promySlet. Samotné pa-
ralelni vySetfeni vzorkll miize byt podstatné
ovlivnéno uvedenymi nedostatky a mutze dat
zcela zkreslené vysledky. Domnivam se proto,
ze v soucasné dobé poskytuji dulezitéjsi infor-
mace o fluorescenc¢ni metodé ty studie, které
se snaZi konkrétné analyzovat reakci antigen-
protilatka, a pomahaji tak spiSe pochopit pri-
¢iny rozdilnych vysledkl, neZ jen statisticky
zachycovat jejich podil.

Do této skupiny praci patifi napt. sdéleni
Kohlera a Wagnera (1962) o podilu spoleé¢ného
antigenu 28-R na zkfizenych aglutinac¢nich re-
akcich mezi kmeny skupin A, B, C i G. Autofi
upozornuji na nutnost prehodnoceni vybéru
imuniza¢nich kmena (Wagner 1962).

Tato otdzka ma zasadni vyznam: z jinych
udaji je napf. zndmo, Ze konjugaty vyrabéné
riaznymi firmami v USA se li8§i specifi¢nosti
(Materiadly panamerického kursu, dil 1); pri-
¢ina neni objasriovédna, je vSak zifejmé, Ze zna-
lost vlastnosti (presné antigenni struktury)
imuniza¢niho kmene je predpokladem jakékoli
dvahy o pri¢inach a vyznamu téchto rozdilQ. Je
bohuZel jednim z obecnych nedostatkl publi-
kovanych praci, ze tento zdkladni tdaj neni
uvadeén.

Specifi¢nost reakce FP s BHS vlbec predsta-
vuje samostatnou otazku. Jak uz bylo uvedeno,
anti-A konjugaty jsou b&Zné vysycovany sus-
penzi BHS skupiny C. Tento postup zavedli uz
Moody a spol. (1958), kteri zjistili, Ze nevysy-
ceny konjugat ,barvil“ i 60 % kment skupiny
G (v poslednim pripadé vSak byla fluorescence
podstatné slabsi). Redys a ost. (1960) pozdéji

navrhli zaménit pry ne dost G¢inné vysycovani
inhibici (one-step inhibition test) s pouZitim
anti-C séra v predem vytitrovaném pomeéru.
Ucelnost inhibice byla pozdéji opakované oveé-
fena. Bylo zjiSténo, Ze timto postupem je od-
straniovdna i fluorescence BHS skupiny G.
Jablon a Brust (1963) se proto domnivaji, Ze
jde o blokovani ne skupinové (charakteristic-
ké pro skupinu C), ale néjaké druhové (spole¢-
né rliznym skupindm) antigenni frakce BHS.

Analyzu pri¢in zkiiZenych reakci ztéZuje m.
j. 1 ta okolnost, Ze v naprosté vétSiné praci
chybéji idaje o vlastnostech sér pred imuniza-
ci, ackoli je zndmo (viz napf. Redys a ost.
1963), ze protilatky proti C a G streptokokim
jsou velmi Castou slozkou ,normélnich“ kra-
liéich sér. Toto pozorovani mulZeme jen po-
tvrdit.

Zatimco skupinové uréovani BHS pomoci FP
je mozné - pres vSechny nejasné a nedoreSené
otdzky — uZ dnes povaZovat za vcelku redlny,
v praxi pouzitelny postup (viz Zelenkova
1962), o detekci typového M antigenu existuji
zatim jen prvni experimentdlni informace.

V roce 1962 zjistili Cole a Hahn, Ze kultivaci
BHS v pfitomnosti homologniho konjugovaného
antiséra (typového nebo skupinového) je moz-
né sledovat zmeény v lokalizaci skupinového C,
resp. typového M antigenu v jednotlivych bun-
kach nové vznikajicich fetizkl. Autofi m. j.
prokéazali nespravnost tvrzeni Foxe (1962)
o regeneraci M-proteinu bunécnou sténou za-
saZenou trypsinem: podle jejich pozorovéani je
jeho tvorba vazdna pouze na trypsinem nepo-
Skozenou sténu. M-protein se proto obnovuje
jen na téch mistech, kde vznikd nova sténa,
nikoli v téch mistech, kde byl uloZen pred pu-
sobenim fermentu.

Pozd&ji stejni autori (Hahn a Cole 1963)
timto zpusobem studovali zavislost tvorby
»dlouhych Fetizk("“ na pfitomnosti specifickych
protilatek. Je to prvni prace, v niz novd meto-
dika dovolila exaktné sledovat pribéh reakce
dlouhych fetizkl (Stollerman a Ekstedt 1957)
a vyjadrit se konkrétné k jejimu mechanismu.

Diagnosticky aspekt je ziejmy v praci Kara-
kawy a ost. (1964), ktefi se prvni GspéSné po-
kusili o typizaci BHS (typ 1 skupiny A) pomo-
ci anti-M FP. Zakladem jejich dspéchu byla
priprava velmi ¢istého antigenu pro imunizaci,
ktery nahradil tradiéné pouzivanou vakcinu
z formolizované kultury. Pfi srovnéni kvality
protilatek ziskanych obéma (tradi¢ni a novou)
vakcinami zjistili, Ze

— precipitacni reakce je silné&jsi, je-li po-
uzito sérum kralikd imunizovanych formolizo-
vanou vakcinou, FP titr je vSak u obou sér
stejny,

— vyS8i intenzita v precipitacni reakci je
pravdépodobné zavinéna jinymi nez prisné ty-
povymi (anti-M) protiladtkami. Po dvojim vy-
syceni séra jinym typem se totiz zietelné sni-
zil imunofluorescenc¢ni titr v séru ziskaném
imunizaci formolizovanou vakcinou, zatim co
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obsah protilatek v séru ziskaném imunizaci
distym M-proteinem se nezménil,

— je velka shoda mezi aktivitou anti-M pro-
tilatek v imunofluorescenci, bakteriostatickém
testu a v reakci dlouhych fretizkd. Vysledky
t8chto t¥i reakci jsou dobre srovnatelné;

— precipitatni reakce provadéna konvenc-
nim zplsobem nemusi ziejmé vzdy detegovat
pfitomné prisné specifické anti-M protilatky.

Autofi velmi optimisticky posuzuji vyznam
FP pro typizaci BHS, ovSem za piedpokladu, Ze
se podafi pripravit naprosto Cisty M antigen
k imunizaci. Tato otdzka méa klicovy metodic-
ky vyznam.

FP je dile mozné pouzit uz dnes k identifi-
kaci a detekci fady dalSich mikrob® uplatiuji-
cich se v etiologii infekci Sifenych vzduchem.

Pomé&rné velka zkuSenost je nashromézdéna
s aplikaci FP k detekci a identifikaci B. per-
tussis. Vysledky prvnich pokust lokalizovat po-
vrchovy antigen B. pertussis pomoci FP publi-
kovali de Repentigny a Frappier uz v roce 1956.
O vyuziti téchto poznatkd pro rychlou diagnos-
tiku se pozdéji pokusili Donaldson a Whita-
kerova (1960). Antigen detegovali pfimo v na-
térech zhotovenych odbérovym tampdénem; pri
vySetfovani 36 neléfenych pacientd daly FP
pozitivni vysledek 31X. Dilezitym zji§ténim
byla moznost detegovat bordetely jeSté 48
hodin po nasazeni antibiotik (v8ech 13 vzorkl
bylo jasné pozitivnich, zatimco kultivace v té-
to dobé naprosto selhala). Tito autori také prv-
ni upozornili na to, Ze ne vS8echna séra, vhodna
pro identifikaci B. pertussis aglutinaéni reakeci,
jsou pouzitelna pro pripravu FP, i kdyZ otdz-
ku pouZitelnosti spojovali pouze s dostatetné
nici byl povazovan titr 1:500).

Souvislost intenzity fluorescence s vySkou
aglutinacniho titru séra popsaly ve stejné dobé
i Levina a Nejmarkova (1960), které nalézaly
v pokusech s ¢istymi kulturami intenzivni flu-
orescenci pouze pri aplikaci sér s titrem vyS$-
§im nez 1:800.

Zasadni vyznam pro definovani kvality pro-
tilatek vhodnych pro imunofluorescenéni reakci
méla priace Elderingové a ost. (1962). Tito
autori se pokusili opakované pozorované di-
skrepance (viz Kendrick, Eldering a ost. 1961)
mezi reakci aglutinace a reakci FP objasnit
zjiSténim uplatnéni jednotlivych antigennich
frakci bordetel v obou reakcich. Podatilo se
jim zjistit, Ze podstatny rozdil skute¢né exis-
tuje. Zatimco o intenzité aglutinace rozhoduji
frakce 2, 3 a 5, pro intenzitu specifické reakce
s FP méa rozhodujici vyznam frakce 1. To vy-
svétlilo, pro¢ mlze byt imunofluorescencni re-
akce negativni i pfi pouziti séra s aglutina¢nim
titrem 1:4000, zatimco séra s aglutinacnim ti-
trem 1:160 (obsahujici ale protilatky vyhradné
proti frakci 1) davaji brilantni, zcela specific-
kou fluorescenci.

Z hlediska téchto nalez je pak velmi ne-
Uplné pozdé€jsSi prace Majorové a Korna (1963),
kteri vlastné jen — bez analyzy imunologic-

kych pfi¢in - potvrzuji existenci rozdild v akti--
vité a specifi¢nosti raznych sér.

Skupina pracovnikd z Michiganské university
(Elderingova a spol.) mezitim pokracovala
v §ir§i provérce vypracované metody v praxi.
VySetfili 517 vytérd od pripadd s diagnézou
suspektni pertuse. Z toho 138 bylo pozitivnich
obéma metodami, 25 jen kultivaéné a 25 jen
pomoci FP. FP byly nejvyhodnéjsi pro rychlou
identifikaci B. pertussis v mladych smiSenych
primokulturach. Celkovd doba vySetfovéani se
tim ve vét§iné pripadt zkratila z t¥i (48,7 %
kultivaci pozitivnich) aZ osmi (100 % kultivaci
pozitivnich) dni na 1 — 3 dny (75,4 % pozitiv-
nich pomoci FP). P¥iméa aplikace FP na prepa-
raty z klinického materidlu neni (jako ostatné
i v jinych ptipadech) dost spolehlivd, protoze
mohou uniknout pfipady s malym mnoZstvim
bakterii (Holwerda a Elderingova 1963).

K taktice pouziti FP v diagnostice pertuse
pfinesli velmi zajimavéa fakta francouzsti auto-
Fi Marie a ost. (1964). Pfi vySetfovani klinicky
podrobné sledovaného souboru 1000 nemoc-
nych déti (z nichZ u 475 byla ovérena diagné-
za pertuse) daly FP pozitivni odpovéd u 95 %,
kultivace u 86 %. Tento udaj se tyka déti vy-
Setfovanych v kataralnim stadiu nemoci a lé-
¢enych antibiotiky méné nez 48 hodin. Autori
totiz zjistili, Ze po dvou dnech podéavani anti-
biotik se fluorescence bordetel zretelné snizu-
je, dochazi ke zméndm jejich morfologie a na-
rusta pocet nespecifickych reakci v materialu.
Morfologie mikroba je zietelné zménéna i
u ockovanych déti. Nedostatkem prace je, Ze
pozorované zmény nejsou podrobnéji doku-
mentovdny ani analyzovany. Presto vSak je
tfeba praci povazovat za dulezité upozornéni
na faktory, které mohou podstatné ovlivnit
efekt pouziti FP.

Zejména vzhledem k pottebé rychlé orienta-
ce pri rozhodovani o terapii meningitid (tj.
s vyslovené klinickym zamérenim) byly prova-
dény pokusy aplikovat FP k detekci a identifi-
kaci H. influenzae.

Prvni informace o moZnostech primého pri-
kazu H. influenzae v sedimentu z cerebrospi-
nalniho moku poskytla prace Page a ost. (1961).
Pfi vySetfovani 50 nemocnych déti se prikaz
pomoci FP podafil u 26, kultiva¢né u 24 (u dal-
Sich dvou je negativni kultivace vysvétlovana
nasazenim antibiotik).

Pozdéji byla metoda FP zkouSena predevSim
k identifikaci kmenu a bylo zjiSténo, Ze na roz-
dil od aglutinace je mozné typizovat i kmeny
v R-fazi (Sellova a ost. 1963a).

Stejna pracovni skupina vypracovala i meto-
diku pro detekci specifickych protilatek proti
H. influenzae pomoci nepfimé imunofluores-
cen¢ni reakce. Akutni a rekonvalescentni séra
byla testovdna na kmenech izolovanych od pri-
sluSnych pacientli. Autofi doSli k zavéru, Ze
NIFR je v daném pripadé citlivéjSi nez reakce
aglutinace, ktera je schopna zachytit jen vel-
ké zmény v obsahu protilatek. Domnivaji se
také, Ze rozhodné existuje vic nez Sest typl
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H. influenzae (Sellova a ost. 1963b) dnes zna-
mych.

Poznatky o ostatnich agens byly zatim zi-
skany pouze z experimentéalnich praci: pracov-
nici CDC Atlanta nap¥. publikovali zpravy
0 moznosti rozliSovani toxigennich a netoxi-
gennich C. diphteriae pomoci FP pripravenych
z antitoxického séra (Jones a Moody 1960,
Moody a Jones 1960).

Tato moZnost vSak nebyla pozdé€jSimi auto-
ry potvrzena; vysledky provérky postupu a kri-
ticky rozbor jeho nedostatkl viz u Allena a
Cluffa (1963). Také ptvodni autofi pozdéji
upresnili své zavéry v tom smyslu, Ze diferen-
ciace korynebakterii podle schopnosti tvorit
toxin neni sice mozZna, povazZuji vSak presto
reakci za vhodnou pro rychlou identifikaci C.
diphteriae ve smiSenych primokulturach (Moo-
dy a Jones 1963).

UZ na symposiu o FP ve Svycarsku v r. 1959
referovali Rotter a Meyersbach o pouziti ne-
pfimé imunofluorescenc¢ni reakce k detekci
protilatek proti M. tuberculosis v sérech infi-
kovanych morcat. Antigen predstavovaly ne
bakterie, ale antigen obsahujici loziska v orga-
nech morcat. Shepard a Kirsh (1961) pozdéji
potvrdili, Ze intaktni mykobakteria nelze bar-
vit pomoci FP. Navrhli vSak originadlni postup,
ktery pouziti FP umoZiuje. Tfepanim bakte-
ridlni suspenze za pritomnosti sklenénych per-
licek dosahuji dezintegrace bakterii; centri-
fugovanim oddéluji frakci protoplazmy a frakci
bakteridlnich stén. Specificky konjugat pak
muze proniknout k vnitinimu povrchu bakte-
ridlni stény, na kterou se za téchto podminek
velmi intenzivné vazZe. Metoda umozZnila pfi-
stoupit i k studiu sérologickych vztaht mezi
mykobakteriemi (Kirsh a Shepard 1961).

Metodicky neobvykly je i zplsob pouZiti FP
k diagnostice infekéni mononukleézy: pii apli-
kaci sér pacientd s pozitivni Paulovou-Bunel-
lovou reakci na fezy hovézi tyreoidni tkané
byla (pfi pouZiti nepfimé imunofluorescené¢ni
metody) pozorovana intenzivni fluorescence
endotelu kapilar a erytrocytd v jejich lumi-
nech. Reakci je moZné inhibovat vysycenim
séra hovézimi nebo beranimi erytrocyty. Pod-
stata reakce je dale studovana, autofi ji vSak
uz dnes povaZuji za cenny test zejména pro
epidemiologické vyhledavaci studie (Johnson a
Holborow 1963).

Komentar

Detekce celé popisované skupiny agens ma
nékteré spolec¢né problémy.

Na prvnim misté stoji nespecifickd fluores-
cence, zavinéna schopnosti nékterych kmenu
pyogennich stafylokokt velmi intenzivné ad-
sorbovat jakékoli FP (literatura k této otazce
— viz Franék 1964).

Podstata reakce dosud neni zndma, a ne-
existuje proto ani spolehlivy zpusob, jak ne-
nespecifické fluorescenci stafylokokl zabranit.
Obecné uznavanou nejic¢innéjsi cestou je pred-
béZzny vybér zvifat uréenych pro imunizace:

pouzivat by se méla jen ta, jejichZ séra reakci
se stafylokoky nedavaji. Tento pozadavek je
ovSem tézko realizovatelny — k vazbé na sta-
fylokoky dochazi i u sér od ,bezmikrobnich
zvifat" (Cohen a spol. 1963); sami jsme béhem
Ctyr let prace neméli konjugat, ktery by se
stafylokoky vibec nereagoval. Také komercéni
konjugované antiglobuliny davaji tuto reakci
zcela pravidelné (jak naSe, tak i zahraniéni).

V pracich vénovanych detekci BHS byva po-
pisovdno sniZeni, az i Gplné odstranéni fluo-
rescence stafylokokd po vysyceni konjugatu
BHS skupiny C a G (Warfieldovd a spol. 1961
a j.). Tento Gdaj nemlGZeme po svych zkuSe-
nostech povazovat za obecné platny. Je konec
koncli zndmo, Ze ani vysyceni suspenzi samot-
nych stafylokokl tuto fluorescenci neodstrani;
k jeji charakteristice naopak patfi, Ze intenzita
neklesd ani pri aplikaci konjugdtu redéného
nad specificky staining titer (tj., Ze konjugaty
se intenzivnéji vazi na stafylokoky nez na ho-
mologni antigen).

V experimentalnich podminkach byla zjisté-
na moznost selektivniho ovlivnéni povrchové
struktury stafylokokl ptisobenim fermentd —
papainu (Komninos a Tompkins 1963), trypsinu
nebo pepsinu (Jablon a Brust 1963) — které
odstranuji schopnost vazat na sebe FP. Berez-
nickaja (1964) zjistila, Ze podobného uc¢inku
lze dosdhnout i predbéZnym obarvenim prepa-
ratd podle Grama (pricemz nejdualezitéjsi je
moreni Lugolovym roztokem).

VSechny tyto postupy maji zatim jen omeze-
nou moznost vyuziti. Spolu se stafylokoky jsou
totiz ovliviiovany i povrchové antigeny jinych
mikrobl; stupen jejich postiZzeni je rozhodné
v8tSi, nez uvadéji autorfi metodik. Je ovSem
mozné, Ze rozdilna ¢istota napt. fermentovych
prepardtd pouzivanych u nas a v zahranic¢i nebo
jiné technické okolnosti ovliviiuji reproduko- .
vatelnost postupd. V kazdém pripade jde o me-
tody, které je potreba vSestranné propracovat
v experimentalnich podminkach dfive, neZ bude
mozné stanovit pravidla pro jejich pouZiti
v praxi.

Zatim je moZné pouZzivat pro vylou€eni ne-
specifické fluorescence stafylokokll tato hle-
diska: charakteristickd morfologie, fluorescen-
ce jak pri aplikaci rGznych konjugatd, tak po
aplikaci specifického (pro hledané agens) kon-
jugatu redéného nad staining-titer.

V nékterych pracich byly uvadény potize
vznikajici nespecifickou vazbou konjugatli na
mucin a leukocyty (pri pokusech o detekci
riznych agens primo v klinickém materialu).
Tento druh nespecifickych reakeci by vSak pri
dneSni technice CciSténi konjugatd, moZnosti
kontrastniho dobarvovédni a pfi drovni u néas
pouzivanych specializovanych luminiscenc¢nich
mikroskopd (dovolujicich detailni sledovani
morfologie fluoreskujicich Gtvarli) nemél hrat

Yeva o

podstatnéjsi dlohu.

S otadzkami specifiénosti souvisi i moznost
pouziti nepiimé metody FP k detekci této
skupiny agens. Byla uz uvddéna (témér obecnd)
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vlastnost antiglobulinovych konjugatd reago-
vat s pyogennimi stafylokoky. V citované jiz
préci Sellové a ost. (1963a) je uvedeno, Ze v po-
kusech s H. influenzae dochéizelo v neptrimé
imunofluorescen¢ni reakci ke zcela nespeci-
fické fluorescenci jak pyogennich stafylokokd,
tak i nékterych typd pneumokokd a dokonce
i Sh. flexneri, ackoli pfi pouZziti pfimé metody
byla reakce zcela specifickd. Podobné i Majo-
rové a Kornovi (1963) se darilo diferencovat
B. pertussis a B. parapertussis pouze primou
metodou, zatimco zkfiZené reakce rizné inten-
zity, ke kterym dochazelo v neprimé reakci,
toto odliSeni zcela znemoznily. Pokud jde
o BHS, pracovali zatim vSichni autofi az na
Raucha a Rantze (1963) vyhradné pfimou me-
todou. ‘

Z publikovanych zprav neni jasné, zda zhor-
Sena specifiénost neprimé metody vyplyva
vzdy z vlastnosti konjugatd nebo z toho, Ze se
mohou lépe wuplatnit i protilatky obsazené
v diagnostickém séru (pouZitém v prvni eta-
pé reakce) v nizkych titrech, tj. v mnozZstvi,
které pri pfimé metodé nemize mit vzhledem
ke ztratam protilatek provazejicim pripravu
specifickych konjugatld zadny vyznam.

Zaveér

Z prehledu tedy vyplyva, Ze FP je uZz nyni
mozné efektivné vyuzit v rychlé diagnostice
BHS, zejména pro urcovani skupinové prislus-
nosti kmen@ ve smiSenych primokulturach. Pri
epidemiologickych depistdzich mize byt meto-
da s lspéchem pouzita i k pfimému prikazu
BHS skupiny A v néatérech nebo preparatech
z bujonovych smiSenych primokultur po krat-
kodobé predkultivaci. Perspektivné by imuno-
fluorescence méla umoznit predevSim zjedno-
duSeni sérologickych postupt jak pti identifi-
kaci BHS (skupinové i typové urcovani kme-
nl), tak pfi detekci anti-M protilatek.

Také rychla diagnostika a identifikace B.
pertussis je (za predpokladu pripravy séra
o vyhovujicich vlastnostech) dobfe mozna.
Zdaleka v8ak dosud neni zndm dosah vSech
faktord ovliviiujicich reakci (stadium nemoci,
aplikace antibiotik a vakciny atd.), jejichz ci-
lené studium mélo byt soucasti ovérovacich po-
kust.

Metodu FP je také mozné zaradit do metod
pouzivanych pri bakteriologické diagnostice
meningitid (identifikace H. influenzae a N. me-
ningitidis).

Ostatni vysledky maji zatim vyznam spiSe
pro experimentdlni prace a bylo by piredcasné
se pokouSet o jejich vyuZiti v praktické dia-
gnostice (C. diptheriae, M. tuberculosis aj.).
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