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FLUORESKUJÍCÍ PROTILÁTKY V RYCHLÉ MIKROBIOLOGICKÉ DIAGNOSTICE

2. Diagnostika Střevních infekcí bakteriální etiologie

Podplukovník MUDr. Jiří FRANĚK, CSc.
Vojenský ústav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

Z hlediska rychlé bakteriologické diagnosti-
ky a účelnosti použití V epidemiologické praxi
přinesla Zatím nejúspěšnější Výsledky aplikace
FP k znázornění enteropatogenních E. coli
(EEC).

V roce 1958 publikovali Whitakerová a ost.
Zprávu o použití FP k detekci EEC ve VZorcích
stolice odebraných při epidemii v roce 1954 a
uchovávaných Ve zmrazeném Stavu. FP byly
citlivější než kultivace i při Srovnání s Výsled-
ky doSaženými původně u čerstvých vzorků
v ohnisku. Aplikace FP byla cílená; S Využitím
poznatků získaných při původním vyšetřování
byl v přímé metodě použit konjugát připravený
Z typového Séra.

Téměř současně byla publikována řada prací
převážně metodického charakteru (Petuely a
Lindner 1958, Thomasonová a ost. 1959-a, Ka-
banova a ost. 1960, Nelson a Whitakerová 1960,
Styčinskij 1960 a j.), které na malých ověřova-
cích Sestavách vzorků od nemocných dětí po-
tvrdily použitelnost metody. Skutečně cennou
informaci o epidemiologickém významu metody
znamenalo sdělení Nelsona a ost. (1961): FP
byly poprvé S velkým úspěchem použity k vy-
hledávání zdrojů v zařízení pro nedonošené
děti, kde Vznikla epidemie vyvolaná E. coli0119:
B14. Epidemie byla promptně Zvládnuta — po
prvé v podobné situaci bez přerušení provozu
_ Vyřazením Zdrojů a jejich bezodkladnou Sa-
nací antibiotiky. Znovu také byla potvrzena
vyšší Záchytnost Ve srovnání S kultivaci; FP Se
ukázaly Výhodnější i pro sledování účinnosti
Sanace, protože Výsledek reakce nebyl na roz-
díl od kultivace oiVňoVán aplikací antibiotika.

Metoda získala obecné uznání, Vyjádřené jak
počtem pracovišť, která ji Začala používat, tak
mj. i uveřejněním rozsáhlé třídílné práce
V bulletinu SZO, obsahující nejen podrobné
metodické návody (Thomasonová a ost. 1961a,
1961), ale i Vyhodnocení Výsledků široce or-
ganizované terénní prověrky (Cherry a ost.
1961).

Vysloveně epidemiologi'ckou otázku řešili po-
mocí FP Thomasonová a ost. (1965). Během
14měsíčního období (1961_1962) Vyšetřili 664
dětí ošetřovaných nebo Vyšetřovaných V jedné
nemocnici. U 48 0/0 hospitalizovaných a u 50 0/0
ambulantních pacientů byly nalezeny EEC cel-
kem 9 typů. Ve Snaze zjistit cesty přenosu byly
prováděny jak rektální, tak nazofaryngeální

Výtěry. Jen 18 0/0 příslušníků rodin a 4 0/0 osob
z okolí nemocných dětí mělo pozitivní rektální
Výtěr, zatímco V naZofaryngeálních Výtěrech
byly EEC nalezeny u 50 0/0., resp. u 57 0/0 Vy-
šetřovaných osob. Ze Vzorků FP pozitivních
byly EEC iZoloVány V 57 0/0. Použití FP tedy
umožnilo hromadné Vyšetřování Velkého počtu
Vzorků a Znamenalo i Vyšší Záchytnost.

Hlavní Význam nověji publikovaných prací
je V roZpracováVání používané metodiky. Pře-
devším naprostá Většina autorů přešla - po-
dobně jako při detekci shigel a salmonel - od
aplikace FP přímo na nátěry Stolice k aplikaci
na preparáty připravené Ze smíšené primokul-
tury po krátkodobé předkultivaci. At' už totiž
byla Výchozím materiálem pro přípravu prepa-
rátů přímo Stolice, její suspenze nebo i filtrát
(po přefiltrování přes gázu), přítomnost nej-
různějších částic Vyznačujících Se autofluo-
rescencí nebo Velkou Schopností nespecificky
adsorbovat konjugáty Ztěžovala hodnocení Vý-
Sledků a Zhoršovala Spolehlivost reakce.

Danielson a Laurell (1961) Srovnávali čtyři
Způsoby Zpracování Vzorků:

. a) kultivace na pevné půdě, aglutinační ur-
čení 12—15 kolonií;

b) Suspenze Ze stolice Ve fyziologickém roz-
toku, kultivace a Současně nátěr na sklíčko pro
aplikaci FP;

c) Stejná Suspenze, filtrace přes gázuˇ; pro
aplikaci i pro přípravu preparátu použit Sedi-
ment po centrifugování filtrátu (5000 ob./min.,
10 minut);

d) předkultivace V malém objemu (2,5 ml
bujónu), přeočkování na pevnou půdu a Součas-
ně příprava preparátu Ze Sedimentu po Zcentri-
fugování bujónu.

V době Zvýšeného Výskytu E. coli 0111:B4
V dětském domově V Norsku na podzim 1959
bylo Vyšetřeno celkem 264 Vzorků. Maximální
Záchytnost měla aplikace FP po předkultivaci
(metodika Sub d). Ostatní tři postupy se prak-
ticky nelišily (21-24 pozitivních proti 55 při
poslední modifikaci).
Tato práce také přinesla Zajímavé údaje o cit-

livosti metody: při ředění pozitivní Sto-
lice Suspenzí Stolice od Zdravých byla kultivace
úspěšná jen při poměru 1:2, zatímco FP ještě
při ředění 1:128. Při Srovnání maSíVnoSti ná-
lezu byly Výsledky podobné:
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Ze sedmi vzorků, obsahujících pouze ojedi-
nělé fluoreskující mikroby (FP+), se nepoda-
řil kultivační Záchyt ani jednou. Ze dvou vzor-
ků S FP++ byla kultivace pozitivní 1krát, Ze
čtyř S FP+++ byla kultivace úspěšná 4krát,
Z pěti S FP++ + + také čtyřikrát; u 17
S FP_+`+ + + + byla naprostá Shoda, při masiv-
ním kultivačním nálezu.

Podobné pozorování popsali už dříve Kaba-
nova a ost. (1960), kteří dosahovali úspěšné
kultivace jen Z těchto vzorků, kde byl velký
počet fluoreskujících mikrobů. Ve vzorcích,
kde byly pomocí FP detekovány jen jednotlivé
buňky, byla kultivace vesměs negativní (vy-
šetřeno celkem 250 dětí, z nichž 147 mělo průj-
my. Pozitivní výsledek byl Zaznamenán 65×).
Autoři proto považují FP Za zvlášť vhodnou me-
todu pro Sledování dynamiky vylučování EEC
V průběhu infekčního procesu.

Glezerov (1964) považuje za velmi efektivní
`5hodinové pomnožování na šikmém agaru. Pre-
paráty pro aplikaci FP byly připravovány
z kondenzátu. Autor Zdůrazňuje význam nejen
Samotného pomnožení, ale i vzniku mladých
„gigantických forem“ EEC, které umožňují
zvlášť účinně využít FP. -

Ze všech popsaných výsledků tedy vyplývá,
že v případě EEC je při použití vhodné techniky
imunofluorescenční metoda skutečně citlivější
než kultivace. Je ovšem třeba Si uvědomit, že
nejde o kultivaci na Selektivní půdě, ale o vy-
hledávání kolonií na plotnách Se smíšenou kul-
turou pomocí aglutinačního určení. Tím, že při
použití FP je ve Skutečnosti vyšetřována větší
část mikrobní populace, je možné vysvětlit
i neobvykle vysoký počet Současných nálezů
několika různých typů EEC u jednoho a téhož
nemocného. Wagner a Unger (1965) navrhli
pro kvantitativní analýzu Smíšené mikrobní po-
pulace na plotně používat zvláštní otiskové
preparáty, při nichž používají kruhové Skleněné
destičky o průměru 85 mm. FP se tedy v tomto
případě aplikují na otisky kolonií. '

Mimořádně důležitou otázkou je volba Speci-
fického Séra. V původních pracech (Whitakero-
vá a ost. 1958, Petuely 1958 a j.) byla používána
jednotlivá typová séra, respektive Z nich při-
pravené konjugáty. Tento postup je jistě pro
praxi málo vhodný. Thomasonová a ost. už
v roce 1959 referovali o možnosti použít poly-
valentní konjugáty proti 4-5 nejběžnějším ty-
pům EEC. Tuto možnost téměř Současně vy-
zkoušeli i jiní autoři (Nelson a Whitakerová
1960, Stulberg a ost. 1960); Zkušenosti byly
vesměs dobré. Ve všech případech však bylo
polyvalentní Sérum připraveno jako Směs mo-
novalentních typových), při čemž vzájemné
kvantitativní poměry bylo třeba předem vy-
Zkoušet. Thomasonová a ost. uvádějí např. Stai-

ning-titer jednotlivých typových konjugátů
1:52 až 1:80; optimální pracovní ředění bylo
1 :20. Úměrně tomu pak byla Séra pro poly-
valentní konjugát ředěna 1 :4 a Smíchána ve
Stejných objemech (tj. při Smíchání 4-5 Sér
je Zachováno Zhruba stejné pracovní ředění
jako u monovalentních konjugátů, 1:20).

Pokud jdeo druhou část otázky, není odpo-
věd' zcela jasná. Zatím nejúplnější údaje obsa-
huje už citovaná práce Thomasonové a ost.
(1961a). Vyplývá z ní, že na reakci'Se podílejí
jak O, tak'i B antigeny. Konjugáty Ze Séra ob-
Sahujícího protilátky pouze proti O antigenu
barvî EEC Stejně jako konjugát obsahující pro-
tilátky proti O i B, tj. nedochází k inhibici,
známé Z reakce aglutinace. Také charakter
vazby (morfologie fluoreskujících mikrobů) je
Stejný. OB konjugáty však dosahují dvojná-
sobně až čtyřnásobně vyššího ˇ„barvícího titru“
než O konjugáty. Autoři je proto považují Za
výhodnější, už také vzhledem k dříve Zjiště-
ným skutečnostem o zkřížených reakcích, které
jsou u OB sér méně časté než u O sér.

Při testování 28 kmenů Salmonella sp., 12
kmenů Shigella sp., 12 kmenů Providencia, 12
coliformních kmenů, 52 kmenů Citrobacter
freundiia 12 Sérotypů Arizona autoři Zjistili
jen minimální počet Zkřížených reakcí: 5 u Sal-
monel, 1 u Providencia 06 (ve všech případech
šlo o těsnou antigenní příbuznost, známou
i z jiných reakcí) a po jedné Zřetelně Slabší
reakci u C. freundii 026 a Arizona 018.

Velmi podobné výsledky měli při obdobné
prověrce Specifičnosti reakce Davis a Ewing
(1965).

Zatîm nejhorší zkušenost popsal Martineau
(1962), který při vyšetřování 2061 vzorků po-
mocí FP pozoroval 61 nesprávně pozitivních a
55 nesprávně negativních'reakcí. Autor Se do-
mnívá, že FP jsou pro klinickou bakteriologii
prakticky bezcenné, i když nepopírá jejich
účelnost při vyšetřování ohnisek. Z rozboru
nesprávných výsledků však vyplývá, že byly Za-
viněny m. j. i obsahem „přirozených protilá-
tek“ v konjugátecb (tj. nedokonale provede-
nou předběžnou prověrkou sér), malou intenzi-
tou fluorescence konjugátů S LRB 200 a i ně-
kterými dalšími vysloveně technickými nedo-
Statky. Výsledky je proto obtížné Srovnávat
S ostatními metodickyodlišnými pracemi.

Měřeno úspěšností pokusů o praktickou apli-
kaci je na druhém místě rychlá diagnostika
Shigel.

Z experimentálních prací, věnovaných poku-
Sům o identifikaci Sh. flexneri (La Brec a ost.
1958, Daškěvičová a Djakov 1959, Kabanova a
Spol. 1960, Grabovskij 1961, Kožuško a ost.
1961) vyplývá jednoznačný závěr: při použití
faktorových (monospecifických) Sér, ředěných
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do „barvícího titru“, je identifikace čerstvě
izolovaných i Sbírkových kmenů dobře možná
a Výsledky jsou Stejně Spolehlivé jako u reakce
aglutinace.

Jakmile ale bylo přistoupeno k pokusům
o detekci Shigel i v uměle kontaminovaném
materiálu, Objevila Se řada obtíží. Djakov a ost.
(1962) např. kontaminovali vzorky mléka 24-
hodinovou kulturou Sh. flexneri a V různých
intervalech se pokusili o průkaz kontaminace
pomocí FP. Z výsledků vyplývá, že přímý prů-
kaz je možný jen při použití inokula alespoň
107 v 1 ml, a to jen první 2-5 dny po konta-
minování. S postupem času nejen že se Zmen-
šuje počet Zjišt'ovaných Shigel (podobně jako
při pokusech o jejich reizolaci), ale rychle
Slábne i intenzita fluorescence. Při Srovnávání
různých pracovních .postupů Se jako nejlepší
ukázala předkultivace v bujónu (6-24 hodin),
s aplikací FP na preparáty Ze Sedimentu.

Autoři se pokusili prověřit metodu v praxi:
ze 181 vzorků mléka jen 99 bylo zcela negativ-
ních, ve 52 byly nalezeny fluoreskující tyčky
po aplikaci různých konjugátů (tj. Zřetelně ne-
specifická reakce), v 28 vzorcích byly ojedinělé
typicky fluoreskující mikroby a ve 22 byl ná-
lez těchto mikrobů masivní. Při kultivaci byla
zjištěna Značná kontaminace banálními střevní-
mi mikroby, Shigela nebyla izolována ani v je-
diném případě. Údaj autorů o izolaci asi 62 „pa-
rakmenů“ E. coli, které aglutinovaly v séru
proti Sh. flexneri, vzbuzuje pochybnosti o kva-
litě používaného Séra. Práce je přesto dokla-
dem toho, že vyšetřování přirozeně kontami-
novaného materiálu je podstatně obtížnější než
identifikace už izolovaných kultur.

To potvrdily i výsledky vyšetřování vzorků
Stolice: jak např. uvádějí Taylor a ost. (1965),
byla při vyšetřování 274 vzorků Stolice (FP pro-
ti oběma fázím Sh. sonnei byly aplikovány na
nátěry ze stolice nemocných) nalezena shoda
FP a kultivace v 70,8 proc. Bylo 15,5 proc. ne-
správně pozitivních a 15,7 proc. nesprávně ne-
gativních výsledků.

Podobnou zkušenost Zřejmě už dříve učinila
řada Sovětských autorů (viz Grabovskij 1961,
Kulikova a ost. 1965, Jegorov 1965 a j.). Zino-
věva a Špagina (1962) i někteří jiní měli dobré
výsledky při aplikaci FP na preparáty Ze sedi-
mentů, Získaných centrifugováním filtrátů Ze
stolice.

Stojí Za Zmínku, že u pozitivních nemocných
autorky pozorovaly 2 _ 10 i vice fluoreskují-
cích Shigel v Zorném poli, tj. že koncentrace ve
výchozím materiálu musela dosahovat úrovně
alespoň 106-107/m1. Většina autorů však do-
poručuje používat FP ne k přímé detekci ve
Stolici, ale _ jak už to bylo popisováno u EEC
— až k identifikaci smíšené primokultury po

alespoň krátkodobém pomnožení. Čuchlovin a
Ivanova (1961) měli při Zachování tohoto po-
Stupu při vyšetřování 119 vzorků stolice plnou
Shodu kultivace a FP (byly izolovány 65 kmeny
Shigel).

Určité zkušenosti byly Získány také v rychlé
diagnostice Salmonel.

V roce 1957 byla publikována práce Thoma-
sonové a ost., kteří Zjišt'ovali principiální mož-
nost použití FP k znázornění jednotlivých an-
tigenů Salmonel a srovnávali FP S reakcí aglu-
tinace. Získané zkušenosti se pokusili využít
k detekci Salmonel ve stolici, setkali se však
s početnými zkříženými reakcemi, které pře--
Sahovaly i hranice rodu (Thomasonová a ost.
1958). Autoři Se pokoušeli Zvýšit spolehlivost
reakce odstraněním balastního materiálu (pre-
paráty z filtrátů) Zavedením kvantitativního
hodnocení typické fluorescence a j., nepoda-
řilo Se však dosáhnout uspokojivých výsledků
(Thomasonová a ost. 1959b).

Podobnou ZkušenostA udělal i Truant (1959)
v pokusech S konjugáty z polyvalentních Sku-
pinových (proti A, B a D) Salmonelových sér.
Zvlášt' nevýhodnou (co do počtu Zkřížených
reakcí) se ukázala nepřímá metoda. Za jednu
z příčin nesprávných výsledků je považováno
velké kolísání intenzity Specifické fluorescence,
které je jen u části homologních mikrobů bri-
lantní (už uvedený pokus Thomasonové a ost.
o Stanovení kvantitativních kritérií pro hodno-
cení fluorescence je Zřejmě reakcí na Stejnou
zkušenost). Jedinými materiály, kde průkaz
Salmonel mohl být prováděn pomocí FP bez ob-
tíží, byly mozkomíšní mok a krev.

Tyto Zkušenosti jsou podkladem nejúspěš-
nějších výsledků publikovaných v poslední do-
bě: Miroljubova (1962a) nejprve experimentál-
ně ověřila, že důkaz Salmonel v krvi je tech-
nicky možný: po 18hodinovém pomnožení v bu-
jónu S 5 0/0 žluče Se podařilo Zachytit 5 — 25
Salmonel/ml výchozího inokula.

Postup byl pak vyzkoušen na klinickém ma-
teriálu (Miroljubova 1962b). Při vyšetřování
vzorků krve od 59 nemocných, z nichž u 24 šlo
o břišní tyfus nebo o paratyfy, daly FP pozi-
tivní výsledek 174×. Nebyly pozorovány žádné
nespecifické reakce při aplikaci na kontrolní
vzorky.

Ivanova a Bočorišvili (1965) podobný postup
vyzkoušeli u 72 nemocných. Konjugátem Ze
séra proti S. typhi (proti O,H i Vi antigenům)
vyšetřili 87 vzorků krve a 36 vzorků žluči,
získaných duodenální Sondou. V primokultuře
po předkultivaci byly salmonely nalezeny 17 ><
v krvi a 16>< ve žluči; Zcela Stejné výsledky
dala i kultivace S následujícím biochemickým
a Sérologickým určením.

V literatuře je možné najít také Zprávy o de-
tekci salmonel ve vzorcích Zevního prostředí.
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Význam mají Zejména dvě práce: Ivanova
(1960) publikovala výsledky pokusů provede-
ných Sice Ve vysloveně experimentálních pod-
mínkách, přesto však dostatečně informativ-
ních. Vyplývá Z nich mimo jiné, že intenzita
fluorescence se s dobou přežívání salmonel
v prosředí poměrně rychle snižuje — po 5
dnech je už slabá. Se snižováním fluorescence
se do popředí dostává nespecifické fluoresko-
vání různých částic (prachu apod.). Už při vy-
šetřování povrchů kontaminovaných před 48
hodinami bylo někdy obtížné oddiferencovat
specifickou fluorescenci. I v této práci byla také
pozorována nestejná intenzita fluorescence
jednotlivých buněk kultury, kterou autorka
považuje Za projev nerovnoměrné tvorby anti-
genů; ojedinělé intenzívně fluoreskující mikro-
by bylo možné Vpozorovat i u antigenně vzdá-
lených druhů.

Možnost použít FP k rychlé detekci Salmo-
nelové kontaminace prášku ze sušených vajec
zkoušeli Haglund a ost. (1964). Autoři přede-
vším ukázali rozhodující význam výběru sér.
V předběžných pokusech Zjistili, že anti-O séra
dávají v imunofluorescenční reakci daleko více
zkřížených reakcí než anti-H Séra (v nepřímé
metodě byla používána globulinová frakce, vy-
sycená čtyřmi různými kmeny E. coli). Pro
praktické účely bylo připraveno „polyvalentní“
sérum proti antigenům 1 —— 10, 12, 13, 15 19, 22,
36, 46 a Vi jako směs přísně monovalentních
sér (tzv. multisérum). Bez konkrétních úda-
jů autoři konstatují, že některá komerční séra,
ačkoli byla v reakci aglutinace zcela vyhovující,
nebyla použitelná pro imunofluorescenční tes-
ty pro nízkou intenzitu Specifické fluorescence.

Pokud jde o citlivost metody, v sérii srovná-
vacích pokusů byla těmito autory zjištěna mož-
nost prokazovat ještě? 0,03 salmonely/g výcho-
zího materiálu; Záchytnost kultivačních metod
byla asi 0,06 salmonely/g. Úměrně tomu se po-
dařilo prokázat salmonely pomocí FP v 10 Ze 14
přirozeně kontaminovaných vzorků, kultivačně
v 8 vzorcích. Podrobný popis půd používaných
ke krátkodobé předkultivaci a ostatní technic-
ké otázky jsou uvedeny v práci.

Komentář

Přes rozdílné výsledky různých autorů je už
dnes možné některé - Zejména metodické —
Zkušenosti přece jen do určité míry Zobecnit.

Nesporné je, že pomocí FP je možné detego-
vat různé antigenní frakce enterobakterií a že
metoda je vysoce citlivá. Aplikace FP proto
umožnila řešit některé závažné otázky pato-
genezy i obecné mikrobiologie (význam Vý-
Skytu E. coli v moči - Cotran 1963; patogeneza
dyzentérie na morčatech — LaBrec a ost. 1959,

1960, 1961, na opicích — Vojno—Jaseneckij a
Chavkin 1964; antigenní povaha jednotlivých
izolovaných buněčných struktur — Michajlov a
Stanislavskij 1963; způsob tvorby nové stěny
a uložení antigenního materiálu — Cole 1963).

Pokud jde o vlastní diagnostiku je samo-
Zřejmé, že FP nemohou mít při nutně komplex-
ním, biochemicko-sérologickém Způsobu určo-
vání střevních patogenů jiné, samostatnější
postavení než ostatní sérologické reakce. Přes-
to je při Správném výběru a zpracování vzorků
a při správném výběru Séra rychlá diagnostika
i detekce možná.

Pokud jde o materiál a jeho zpracování, pre-
paráty přímo Ze stolice ani Z filtrátů nejsou
vhodné. Nejlepší výsledky dává detekce ve smí-
šených primokulturách po několikahodinovém
pomnožení, i když všechny aspekty účelné
předkultivace dosud nejsou Známy (Haglund a
ost. např. Zjistili, že glukóza v bujónu má Zře-
telně Zeslabující účinek na intenzitu fluores-
cence a je třeba ji Zaměnit manitem).

Rozhodující význam má příprava kvalitních
sér s co nejužším spektrem protilátek. Popiso-
vané pozorování Haglunda a ost. o nevhod-
nosti některých komerčních sér znovu potvr-
zuje, že výsledky reakce aglutinace nejsou vždy
směrodatné a že prověrka aktivity séra v ne-
přímé imunofluorescenční reakci by měla být
nezbytným předpokladem, i když má být Sé-
rum použito pro přípravu konjugátu pro pří-
mou metodu.

Téměř ve všech pracech se upozorňuje na
nevhodnost polyvalentních Sér. Pokud je pro
praxi výhodné používat Séra se širším spek-
trem, je třeba je připravovat jako směs vysy-_
cených, přísně specifických globulinů („multi-
séra“). Velmi Zajímavý je v této souvislosti
údaj o specifičnosti anti-H protilátek v detekci
salmonel. O Významu anti-OB protilátek pro
intenzitu specifické fluorescence EEC byla
zminka už dříve. Pro praxi našich laboratoří je
významné Zjištění možnosti používat k průka-
zu EEC (po předkultivaci, pomocí nepřímé
imunofluorescenční metody) alespoň některá
komerčně (ÚSOL) vyráběná typová séra (R.
Kramář, v tisku); dosavadní práce však nepře-
kročila rámec orientačních pokusů.

Pokud jde o prakticky významné, nejper-
spektivnější indikace k jejímu použití, je to
dnes především:

- vyšetřování v epidemických ohniscích,kdy
opakování nálezu Zvyšuje jeho spolehlivost a
kdy rychlost a citlivost i orientačního vyšetře-
ní má pro epidemiologa nesporný význam

’— Sledování dynamiky vylučování u osob
léčených antibiotiky,

- detekce salmonel v krvi a žluči.
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