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1. BEVEZETES

COONS és munkatérsai /1941, 1942, 1945/ sikerrel je-
leztek kill6nbbz8 immunglobulinokat fluoreszcens festékekkel.
Olyean mikroszkép alkalmazdsdval tovébbd, amely ultraibolya
fénnyel vilégitja meg a vizsgdédlandé prepardtumot, egy korsze-
rii szerolégiai médszert sikerilt kidolgozni. Ennek lényege,
hogy a vizsgédlandé preparédtumhoz valamilyen immunglobulin se-
gitségével fluoreszkdldsra képes anyagot, un. fluorkrémot
kapcsolunk. Ezt a fluorkrémot ultraibolya fénnyel megvildgit-
va gerJjesztjiik. A gerjesztés sordn a fluorkrém molekuldi ma-
gasabb energiaszintre jutnek. Az alapdllapotba valé vissza-
téréskor a felesleges energidt a molekuldk fotonok alakjdban
kisugérozzdk, amely fényJjelenségben nyilvdnul meg. Szdmunkra
a vizsgdlatok sordn ennek a fényjelenségnek sz intenzitésa a
lényeges.

Az immunglobulinok konjugdélés eldtti frakciondlési,
tisztitdsi, majd konjugdlés uténi tisztitdsi médszereinek fej-
16désével, valamint a fluoreszcensz mikroszkdép optikai ténye-
z8inek Javuldsdval a médszer dltaldnosan elterjedtté valt.
Llkelmazzdk a hisztoldégidéban, kémidban, biolégidban, immunolé-
gidban, mikrobiolégidban stb. A fluoreszcensz'technika alkal-
mazésdnak az orvosl diagnosztikéban szdmos elénye van;

1. Kérhdzba keriilést6l szdmitott 3-4 6rén beliil diaegnézist adhat
2. Antibiotikumos therédpidra megfelel8 Javallat nyerhet§

3. Antivirdlis therépia vonatkozésdban eligazit



4. Keresztfert6zések ellenébrzéscéhez laboratériumi médszert ad
5. Hirtelen haldl esetén a viruseredetet igazolhat ja

6. A betegség késfi szakdban a viruseredetet bizonyithat ja

7. Ritka. kérképek diagnézisdban segitséget nyujt

8. Nem tenyészthet8 kérokozé Ggensek kimutatésst teszi lehetdvé
9: T4Avolrél bekiildott anyagok vizsgédlata is lehetséges

Laboratériumunkban 1980 6ta alkelmaszzuk az immun-
fluoreszcensz technikdt, elsésorban a virusfertdzések gyors
megéllapitdsdnak céljébél.

A Kozponti Klinikai Mikrobiolégiai Laboratériumban
az aldbbi virusok diagnézisdra van lehet8ségiink a szdébanforgdéd
médszerrel
VIRUSOK:"

Rota

Herpes

Mumps

Lymphocytds choriomeningitis virusa
Adeno

Cytomegdlia

Epstein - Barr

Alkalmaezzuk ezentul az aldbbi mikroorganizmusok 4ltal létre-

hozott specifikus ellenanyagok meghatérozésdra:
Toxoplasma gondii
Entamoeba histolytica

Munkénk sorén CMV, Rota virusok, valemint a Toxoplasma gondii,
és a klilonbbz8 plasmédium torzsekre specifikus ellenanyagok

immunfluoreszcensz technikéval valé kimutatdsdnak eredményeit



é11it juk pérhuzemba més szeroldgiai médszerekkel, és ezen ke-
resztil szeretnénk a médszer megbizhatésdgét bemutatni, ugyan-
ekkor célunk az immunfluoreszcensz médszer szémos eldnyének
bizonyitésa is.

Itt szeretném megemliteni, hoey dr. Tomcsik Jézsef
magyar szdrmazdsu, de Svdjcban dolgozé egyetemi tandr elsék
kozott volt Eurépdban, aki elterjesztette és magas szintre e-

melte az immunfluoreszcensz technikét /1, 2/.

2. ESZKOZOK, ANYAGOK, MODSZEREK /3/

2.1. A fluoreszcencia salapjelenségeinek ismertetése

Ismert fizikai ténv, hogy az alapdllapotban 1lévé
atomok vagy molekuldk elektronjai meghatdrozott S, kvantum-
pélyén keringenek. Az atomokat vagy molekuldkat megfeleld
energidju fénysugdrral gerjesztve, az elektronok az alapdlla-
pothoz viszonyitva egy magasabb, S, energiaszintre jutnak.

Az atomszerkezet torvényei alanjédn a gerjesztés megtortén-
tével sz egyensulyi éllapot visszadllitésa céljébdl ezek a
gerjesztett atomok vagy molekuldk eredeti energia &llapotu-
kat nyerik vissza. Lz ugy lehetséges, hogy a gerjesztés sorén
felvett energia t&bbletet az alapdllapotba vald visszatérés-
kor kisugérozzék, emittdl jék.

A fotonok alak jéban torténé energiskisugdrzés fény-
Jelenségb8l 4ll. Az olyan fénykibocsdtédst, amely gerjesztés

hatdsira kovetkezik be, lumineszcenciédnak nevezziik. - ger-



Jesztés torténhetik elektromdgneses sugdrzés korpuszkuléris
sugérzés, vagy kémiai folyamatok kdvetkeztében. Lumineszké-
léskor az azonos iAfpontban gerjesztett kiilénbbz8 atomok,
molekulék nem egy idében emittdlnak. A lumineszcencia tehédt

a gerJjeszt8 fény kioltésa utén nem sziinik meg azonnal, hanem
hosszabb-rovidebb id6 slatt alszik ki. A lumineszcenciénak
két fajtdjat kilonbdztet jiik meg, mégpedig a fluoreszcencidt

és a foszforeszcencidt. Fluoreszce ncidrél beszélhetiink abban
az esetben, ha az elektron, emisszidékor abbdél a magasabb ener-
gia &llapotbdl esik vissza, - valamely alacsonyabb energia
éllapotba - amelybe a gerjesztéssordén Jjutott. A fluoreszcencia
kialvédsi ideje 4ltaléban jéval kisebb, mint a foszforeszcen-
cidé. A klilonbség a fluoreszcencia és a foszforeszcencia ko-
z0tt ennyi, hogy az utdébbindl az abszorpciés és emisszids
energia dllapot kozdtt legaldbb egy kdzbeesd energia d&llapot
is van. A fluoreszcencia energia &llapotének sémdjét & kovet-

kez§ ébrén szemléltet jik.
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Az 8brén csupén az az eset 14thaté, amikor az elektron régtén
az alapdllapotba esik vissza, és igy az emittdlt foton ener-
gidja éppen egyenls a gerjesztett foton energidjéval. Termé-
szetesen ez idealizélt eset. Az alapdllapotba torténd vissza-
Jjutds ugyanis kozbees8 energianivékon keresztill tdrténik. Igy
nyilvénvalé, hogy a gerJjeszt8 fotonok energiéja nagyobb, mint
az emittdlt fotonoké; A Stokes féle torvény 4ltaldnosan al-
kalmazhaté a fluoreszcencidra. Kimondja, hogy az emittdlt fo-
tonok energidja kisebb a gerjesztS fotonok energidjéndl. Stokes
szerint tovédbb4, egy adott fénysugér enndl nagyobb energidval
rendelkezik minél kisebb a hullédmhossza. Ez azt Jjelenti, hogy
mi a gerjesztés soridn nagy energigju, tehdat révid hullémhosszu-
ségu sugérzdst alkelmazunk, hiszen a célunk az, hogy a gerjesz-
tett anyag 41tal emittdlt fotonok energisja, tehdt a gerjesz-

tett fény minél nagyobb legyen.

2.2 A fluoreszcensz mikroszkép és optikai tényezbi

2.2.1. A_mikroszkdép felépitése

Az immunfluoreszcensz vizsgalatok végrehajtdséhoz
megfeleld optikai eszkdzokkel kell rendelkezniink. Munkénk
sorén fluoreszcensz feltéttel elldtott NU-2. jelzésii mik-
roszképot alkalmaztunk. A mikroszképhoz fényképezbgép csat-
lakoztathaté, ennek segitségevel készitettiik felvételeinket.
Lz elkészitett prepardtumot rdéesd ultraibolyas fény alkalma-

zdsdval vizsgdltuk. A mikroszkép elvi felépitését a kdvet-



kez8 édbrén mutat juk be.

AZ NU.2 MIKROSZKOP ELVI FELEPITESE . =

ténykepezod

----- szekunder szlrd

amee] O

primer sz(rd

=

v

- preparatum

2. ébra.
A mikroszkép elvi ielépitése

A kellS energidju sugdrzést egy HBO 200 jelzésii
magasnyomdsu higanyglzlémpa szolgdltatja /4/. A magasnyomdsu
higanygézlémpa kapcsolésekor kilin erre a célra készitett
elététkésziléket kell elkalmaznunk. Ez a berendezés biz-

- tositja a lémpa bekapcsolédsshoz sziikséges fesziiltséget a
két elektrdd kozdtt. A lémpa dltal kibocsdjtott fény Jél

jellemezhetd 2z emisszids gorbe segitségével /5/.
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5. &bra.
A HBO 2C0 Jelzésii lémpa emisszids spektruma

2.2.2. A _primer szilirfk

4 lémpe éltel kibocsédjtott fény eldszdr a lémpa-
hézhoz csatlakoztatott hésziirén, majd az agynevezett primer
szlirdén halad keresztul; A nésziiré biztositja, hogy a primer
szliré ne kérosodjék & ldmpa &ltal sugérzott hét6l. A primer
szlir6k feladata, hogy a ldmpa &ltal sugérzott kiilénbdzd hul-
lémhosszusdgu fényb8l csak a gerjesztés szempontjébsl lénye-
ges hulldmhosszusdgu fénysugerekat engedje &t. Ezek a 496 nm
hulldmhosszusédgu fénysugarek, amelyek a gerjesztend§ fluo-

reszcens festékre Jjutnsk. Primér sziiréként & B 224 g Jjelzé-

sli szurdét alkalmaztuk,.



2.2.3.  A_szekunder_ szlrgk

A preparédtumrél visszaver8ds fénynek &t kell halednia
az un. szekunder szirdkon. Ezek feladata, hogy a prepardtumrél
visszaver8dé gerjeszt8 sugdrzdst kisziirje és csak a gerjesztett
fluoreszcensz festék éltal kibocsdtott és arra jellemzé fény-
sugarekat engedje 4t /6,7/. Ezek a fénysugarak az 540 nm hul-
lémhossz tartoményba esnek. Munkénk sordén a G.G.9/1 és a 0.G.1/1

jelzési sziir8k kombindcibjét alkalmeztuk szekunder szirdéként.

2.3. A szérum antitestek fluorkrémmal valé Jjelzése és tisz-

titdsa

243.1- Konjugdlés

A fehérjéket, beleértve a szérum antitesteket is; fluo-
reszcensz festékkel jelezhetjik anélkiil, hogy az adott fehérjék
biolégiai, immunolégiai aktivitdsukat elvesztenék. COONS és mun-
katdrsai fluorkrémmal Jjeldlt immunglobulint haszndltek a szdve-
tekhez fix41lt antigének kimutatédsdra /8,9,10/. kK6zleményik meg-
jeleﬁése 6ta eltelt évtizedekben s.dmos specidlis fehérjejels-
1ési médszer vdlt ismertté. A gyaskorlatben RIGGS és munkacso-
portja 41tel leirt fluoreszcein-izotiociandt /11/, /tovébbiak-

ban FITC/, valamint CHADWICK é munkatdrsai dltal k©z6lt Lissa-
min-Rhodamin /12/, tovédbbiakban RB 200/ Jjelolést haszngljédk a

leggyakrabban. A kovetkez8§ dbrék a fehérje, velamint a két &l-

taldnosan hasznglt fluorkrém kémiai kotését mutat jgk be.



A PROTEIN FLUORKROMMAL VALé JELO.LE‘SE:
A LYSIN SZABAD 3-AMINO CSOPORTJAHOZ
KAPCSOLT FITC
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4, dbra.

A LYSIN 3-AMINO CSOPORTJAHOZ KAPCSOLT RB—200
CH,—CO~_ —0C —CH,

N
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5. abraa.



Léthaté, hogy a konjugdlds sorén a fehérje a lizin szabad
3-amino csoportjén keresztiil kapcsolddik az els8 esetben a

tiokarbonét gyokhdz, a mésodik esetben pedig a szulfdt cso-

porthoz.

2.%.2. Tisztités

Az igy konjugdlt fehérje, valemint a kotetlen fes-
ték szétvdlasztdsének, azaz & konjugdtum tisztitdsdnek dlta-
lédnosan haszndlt médszere a faszén extrakciés méds‘zer, és a
Sephadex gélfiltrécidés el jérds /1%/. A kovetkezd &dbra

FOTHERGILL €s NAIRN éltal 1961-ben leirt Sephadex G-25-0s

oszlopon végzett kromatogréfids el jérés eluciés gorbé jét mu-
tatja /6. ébra/.

A CONJUGATUM TISZTITASA

100

—— Festékkoncentracio
-—-Teljes nitrogen konc.

EXTINCIO (% —-ban )

30 40 50 ml



2.3.3. A_fluorkrdém €s_protein_srdnya

A fluoreszcensz médszer kivitelezésAhez szlikséges
tényez8k koziil az egyik legfontosabb a reageris. Ennek minésé-
gét alapvetden meghatdrozza a benne taldlhaté protein és fluor-
krém mennyisége. A konjugdtum tehdt jél jellemezhet8 a benne -
taldlhaté fluorkrém és protein mennyiségének hényadosdvel; F/P.
A fluorkrém mennyiségét jeldljiik nagy F-fel, a protein mennyi-
ségét pedig P-vel. Az értékelés sorsn nagyon gyenge fluoresz-
cenciét kapunk, ha ez az érték 0.5-nél alacsonyabb. A preparé-
tumunk viszont tulfest8dik, ha a hényados értéke 1.5-nél na-
gyobb. A helyes arényt tehét az 1.5 és a 0.5 érték kozott kell
keresnlink. Alanvetd$ szempont még a konjugdtum készitésekor,
hogy & nativ ellenanyag specifitésa a festék kotéssel ne vél-
tozzék /14/.

2.3.4. A _konjugdtum
A vizsgdlstainkhoz mint konjugatumokat a Human Clté-

anyagtermeld és Kutaté Intézet 4ltal gydrtott /specifikécié

5 E. Sh. AHu IgG /H/ FITC; S E. Sh. AHu IgM /H/ FITC/ rendel-

kezésre bocsdtott és a Eyland cég 41ltal készitett /specifiké-

cié IgM 003444 160 AA/ FITC-cel jelzett dllatban termelt anti-

-human immunglobulinokat /IgG 003444 19C 11; a tovébbiakban

Ah ./ alkalmaztunk.

Az dllatban valé ellenanyagtermelés utén a kapott Ah .. globu-

linokat fisztitotték és frakciondltdk /15/. Igy sikerilt a



komplex immunszérumbdl kinyerniiik a kiilénbdz8 immunglobulin
fraekcidkba tartozd globulinokat. Ez utén kovetkezett az Ah .
globulinok fluorkrémmal tértén§ jelzése /15,11,12/. Ismételt
tisztitds utén keriil sor & mér jelzett tisztitdsdra /13/, és
liofilezésére. A kiilénbdz8 immunglobulin frakcidkba tartozé
immunglobulinok igy kerililnek forgalomba. Vizsgdlataink sorén
pérhuzemosan haszndltunk IgM és IgG FITC-cel Jjelzett Ah . glo-
bulinokat. Felhaszndldskor a liofilezett ampulla tartalmst
0.C1l %-o0s NaN3 tartalmu desztilldlt vizben oldjuk. A mikrosz-
képpel torténd helyes értékeléshez meg kell taldlnunk sz opti-
mélis konjugdtum higitdst. Ehhez ismert titeri pozitiv savdékat
alkalmaztunk, és a konjugatum kiilonbdz8 higitésait elkészitve
/1:5; 1:10; 1:2C stb./ megéllapitottuk az optimélis higitést.
Az a legnagyobb konjugdtum higités a megfeleld, ahol az ismert
titerli pozitiv savék a redjuk jellemz8 pozitivitdst adnak.
Tulségosan alacsony higitds esetében a prepardtum tulfestd-
dik, ha pedig tul nagy & higitds a fluoreszcencia nem kell§

intenzitédsu.

A preperdtum értékelésekor igen gyekran zavard tényezé
lehet az erds hattéfluoreszcencia. Ennek kioltdsdra haszndljuk
az Eveansblue 1:5000-es higitdsdt. A methodika utolsé 1lépéseként
alkalmazzuk ezt az oldatot, mégpedig ugy, hogy készitménylinket
ezzel az oldattel 2-5 percig festjdék. Mosds utdn fedjik a pre-

P PP,

f :‘



pardtumot. Ezek utdn keriil sor az értékelésre. Az eredmény ak-
kor pozitiv, ha a vizsgélat sorén élénk salmazdld fluoreszcen-
cidt tgpasztalunk. Fontos kritérium még, hogy a lététérben
1év6 sejtek legalébb 50 %-a élénken fluoreszkdljon. A 1lététér-
ben 1évd s6tét sejtek vagy nem tartalmaznak antigént, vagy més
okbél nem k6t8dott hozzdjuk az immunglobulin. A fluoreszcens
methodikédt helyesen végezve a pérhuzemosan elkészitett kontrol
prepérétumok az elméletileg védrt pozitiv, illetve negativ ered-
ményt adjék; A sejt ama része, ahol a virusreplikdcié torténik,
sokkal er8tel jesebben fluoreszk4dl.

Festd8dhetik az egész sejt, de pl. Rota virus esetében
a sejtmembrén erdtel jesebben fest8dik a sejt tdbbi alkotdele-
meinél /16/; Méds esetekben erftel jesebben festé8dhetik a sejtmag,
maghdértya stb. Mindezeket az értékelés folyamdn figyelembe kell

vennink.

2.34.6. A_preparétum_elhalvdnyoddssnak késleltetése, a_pre-

Lényeges momentum a iluoreszcencia korai elhalvényo-
dédsénak meggdtldsa érdekében, vajon a prepardtum fedése sorén
milyen oldatot cseppentiink a fed8lemez aléd. Az elhalvényodés
gétldsa kildntsen abban az esetben fontos, ha & prepardtumrdl
felvételt akarunk késziteni, vagy hosszebb ideig ekarjuk tanul-
ményozni. H. GIICN és W. SEDAT szerint a propilgalldt 2-5 %-os

vizes glicerines oldata kell§ mértékben késlelteti az elhal-




vényodédst. Kz intenzitds csdkkenésének mértékét s propil-
gallét nélkiil, illetve annak hozzdaddsdval a kdvetkez§ gra-
fikon szemlélteti /17/.

A PROPYL - GALLAT HATA:«SA A PREPARATUM
ELHALVANYODASANAK KESLELTETESEKOR -

0-0 propil-gallédtal
e-o propil-galldt

nélkiil

15 30 t/perc

7. ébra.
A fluoreszcencia elhalvédnyoddsénak gdtldsa propilgaldttal

G.P. JONSON és munkacsoportja a pare-feniléndiamint

ajénlja az elhglvédnyodés késleltetésére. 80 % glicerint tar-
talmezé FBS-ben oldottak 5 % para-tfeniléndiemint. Az intenzi-
tés csOkkenésének mértékét az alédbbi grafikonon mutatjuk be /18/.



AZ ORTHO -PHENYLEN —-DIAMIN HATASA A FLUORESZCENCIA
ELHALVANYODASARA
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13. gbra.

Nemcsak a térgylemez fedésekor, hanem mér a methodika korébbi
fézisdban, a konjugdtum higitésaskor, a savéminta higitésakor,
valamint & mosési 1épések sorén is lehet adalék anysgot a rend-
szerhez adni a fluoreszcencia elhalvényoddssnak késleltetése
céljébdl /18/. Ezekben az esetekben a NaN3 1 ezrelékének vi-
zes oldatat ajénljék a szerzdk. Ezeket az anyagokat azonban nem
lehet egy bizonyos koncentrdciéndl nagyobb mennyiségben alkal-

mazni, mert az mdr & fluoreszcensz festek extinkcidjénak csbk-

kenéseéhez vezetne /17,18/.



2.4, Az immunfluoreszcensz'mikroszképos vizsgdlati méd-

szerek és azok jellemzése

Az immunfluoreszcensz vizsgdlathoz anyagunkat kétféle
médon prepardlhat juk.
..a./ direkt eljéréssal /tovébbisekban I.F.A./ /8,19,20/.
b./ indirekt eljéréssal /tové&bbiakban I.I.F.A./ /19,21/.

2.4.1. A _direkt immunfluoreszcensz_eljérés

A direkt eljdrds egyszeriibb és gyorssbban kivitelez-
het§, mint az indirekt médszer. A direkt eljérdshoz egy adott
antigénre specifikus, jelzett immunglobulinra van sziikségiink.
Ennek elééllitésa nem egyszeri feladat, beszerzési éra is meg-
lehet6sen'magas. Ez nyilvénvaléan mégnéveli a vizsgdlat kolt-
ségét. A direkt médszert el8sz6r COONS és KAPLAN /1950/ irta
le /8/. Rendkiviil gyors, specifikus és egyszeri médszernek bi-
zonyult. Lényege, hogy a feltehetSleg antigént tartalmazd vizs-
gélati anysgot /széklet, liquor, vizelet,szOvettani metszet
stb./ megfeleld elBkészitds utén az adott antigénre specifikus,
jelzett ellenanyaggal inkubdlunk. Antigén Jjelenlétekor az an-
tigén ellenanyag k$t8dés lezajlik. A feleslegben maradt jelzett
ellenanyagot & rendszerbdl kimossuk, majd a preparédtumot a
2.4.3. fejezetben ismertetett médon fedjlik. Ezutén vizsgdl juk
a prepardtumot immunfluoreszcensz mikroszképpal. Abban az eset-
ben, ha a vizsgélati anyag tertalmaz antigént, amely megkotot-

te a specifikus FITC-cel jelzett immunglobulint, €lénk alma-



z81d fluoreszcencidt tapasztalunk. Természetesen sziikséges
a kontroll prepardtumok elkészitése az 41 pozitiv eredmények
elkeriilése érdekében. A kiovetkezd kontroll lemezek pdrhuzamos
bedllitédsst kell elvégezniink.
1. antigén + konjugdlt nem immunszérum
2. 8./ antigén + nem konJjugdlt antiszérum
b./ antigén + konjugdlt antiszérum
3« 8./ @ntigén + nem konjugdlt immunszérum

b./ antigén + konjugdlt antiszérum.

A DIREKT IMMUNFLUORESZCENCIA SEMATIKUS ABRAZOLASA

W FITC-cel jelzett ellenanyag

%
antigén
Z =
i< antigen —
\* ellenanyag komplex

8. 4bra.
Az 1.F. médszer sematikus dbrézolésa.



2.4.2. Indirekt immunfluoreszcensz technika

Az els6 leiréds 1954-b61 WELLER és COONS-t61 szdérma-

zik, ekik vizsgdlataikhoz gllatban termelt anti-humen globu-
lint jeleztek FITC-cel /22/.

Az indirekt immunfluoreszcenciés médszer kivitelezé-
se tobb 1épésbbl 411, és hosszabb id8t vesz igénybe, mint a
direkt médszer. Az indirekt eljdrdst leggyakrabban a savémin-
tdk ellenanyag tartalmének meghatérozdsdra alkelmazzuk., Vizsgé-
latasinkhoz legtobbszdr eldre elkészitett antigéntartalmu fix4lt
sejteket hofdozé térgylemezt hasznédlunk. A vizsgélandd vérszé-
rumb6l sorozathigitdst készitink, majd a higités minden egyes
cseppjébbl optimdlis mennyiséget az elére elkészitett, anti-
gént hordozé targylemezre cseppentiink.
A savémintst az antigént taertalmezé sejtekkel 37°C-on inkubsl-
Juk, majd a feleslegben maradt ellenanyagot tartalmazé savét
Amoséssal eltévolitjuk. A moséds és a szobahdn val$ szérités utdn
cseppent Jik az antigén-ellenanyasg komplexhez a FITC-cel jelzett
anti-human immunglobulint a megfé1e16 higitésban. Ezutdn ismét
inkubidcidé kbvetkezik. Ez alatt az i1d8§ alatt az antigén ellen-
anyag komplexhez kapcsolédik a FITC-cel jelzett anti-humén el-
lenanyag,tehdt sz ellenanyag ellenanyaga. Az inkubdciés 1dg
leteltével a feleslegben marad konjugatumot mosdssal eltévo-
lit juk, majd sor keriil a fluoreszcencia elhalvdnyoddsénak kés-

leltetésére szolgdld lépésekre és a preperétum fedésére a

2.3.6. fejezetben ismertetett modon.
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A DIREKT IMMUNFLUORESZCENCIA SEMATIKUS ABRAZOLASA
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9. dbra.
Az I.I.F. sematikus rajza

Természetesen az &dlpozitivitds kiklisz0bdlése céljé-
bl a vizsgédlat sorén kiilonbdz6, de azonos koriilmények kozott
pérhuzemosan elkészitett kontrolllpreparétumot kell bedllita-
nunk.
1. antigén + PBS + konjugétum
2. antigén + normdl szérum + konjugétum

3. nem fert8zott szovet + virus antiszérum + konjugdtum.



2.4.3. A két médszer rovid osszehasonlltésa

Az el8z8ekben ismertetett két médszernek kiilén-kiilon
megvannak a maguk elényei és hdtrédnyveai. A direkt médszer javé-
ra irhat juk, hogy negyon gyors, és igen specifikus médszer.
Ori4si elény, hogy segitségével az antigént tudjuk rovid idé
alatt kimutetni, és ennek kdszdnhet§, hogy a direkt eljérést
alkalmazva egyetlen anyag vizsgélata utén mér eredményt adha-
tunk ki. Hétrénya, hogy egy adott antigénre specifikﬁs ellen-
anyag igen nehezen &4llithaté elf, valamint beszerzési éra is

meglehetfsen magas.
Az indirekt mdédszer segitségével leginkébb ellen-

anyag meghatdrozdsokat végzlink, bdr lehetfség van antigén ki-
mutatdséra is. Ez utébbi azonban t5bb 1épésb8l 4116, hossza-
dalmasabb eljdrds. Az indirekt médszer eldénye més szerolégiail
eljdréssal szemben, hogy segitségével lehet8ség nyilik a ko-
rai, tehdt IgM tipusba tartozé immunglobulinok kimutatdséra.
Elényként irhatjuk az indirekt eljérds Jjavdra & direkt méd-
szerrel szemben, hogy er8sebb fluoreszcencidt kapunk. Ennek
okdra kdnnyen réjohetlink, ha a kovetkezf ébrat jél megfigyel-
Juk.
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10. &gbra.
Direkt, illetve indirekt I.F. sorén kapcsolddé
FITC mennyisége
Az dbrdn lé4thatd, hogy az indirekt médszer esetében
a Jjelolt anti-human globulin tobb helyre tud kapcsolédni, mint
a direkt eljérds esetében, €s igy nyilvénvalden tEbb festék ma-

rad a sejtekben, ezért értelemszeriien nagyobb lesz a fény-

intenzités /23%/.



3. A KOZPONTI KLINIKAI MIKROBIOLOGIAI LABORATORIUMBAN
' VEGZETT IMMUNFLUORESZCENSZ VIZSGALATOK EREDMENYEI

3.1a Az immunfluoreszcensz mikroszkép alkalmazésa a virus

disgnosztikédban.

3elela CMV_és_Rota virusra specifikus IgM és_IgG_tipusu

3.1lelele A CMV Jjellemzése

A “ytomegalovirus morfoldgiasilag a herpesvirusokhoz
411 legkbzelebb. Gomb aleku virus, peplonnal rendelkezik, éter
irént érzékeny. A virus emberr§l emberre terjed. Sok egyéb meg-
betegedésen kiviil fejlddési rendellenességet is okozhat. A
magzat méhben valdé fertdzbdése ugy kdvetkezik be, hogy a vi-
rust tartalmazé leukocytdk a vérdram segitségével a fiatal
magzathoz Jjutnsk, shol azutdn a CMV virusok a magzat fibro-
blaszt sejtjeiben gyors szanorodésnsk indulnak. Nem csak &
vérdram segitségével Juthatnak el aszonban a virusok & mag-
zethoz. Az a tény ugyanis, hogy terhesek méhnyaskvéladékdban
is sokszor kimutathaté a CWMV virus, arra utal, hogy a szilé-
utakon felfelé haladé virus is okozhatja az infekgiét /24,25/.

A CMV fertlzés igen gyekran eléfordul transzplan-
t4cibéban részesiilt, vagy vérdtomlesztést kapott betegeknél.

A fentiek szerint tehdt a CHMV virusfert§zéseket ha-

rom csoportba sorolhat juk: /15/



1. ujsziildéttkori fert6zések

2. gyermek- és felnSttkori fertlzések

3. transzfuzidét és szervédtiiltetést kovetd fertézééek cso-
port jéba /24/.

Az anya terhesség alatti fertézd8dése okozza a vele-
sziiletett, ujszildottkori virushordozdst. Ennek igen sulyos k&-
vetkezménvei lehetnek, hiszen a virus embrio- vagy f6totoxikus
hatdsai k6zé tartoznak a halldskdrosodds, mikrokephalig, mé]
és lépmegnagyobbodds. Mononukleozis infectiosa lehet a kivet-
kezménye a gyermek és feln8ttkori fertézéseknek /24,25/. A
transzfunddltakon és a transzplantdltakon poszttranszfuziés

szindrdéma alakulhat ki.

3;1.1.2. Primer human embriondlis fibroblasztkultura készitése
A CUV kizdrélag primer human embriondlis fibroblaszt-
xulturdn tengészthet§ /24/. A virustenyésztéshez haszndlt kul-
turdt a kdvetkezdképpen készit jlik: a 4-12 hetes embriédarebo-
kat mechanikus szétdarabolds utdn tripszinnel emésztjik 37°C-on
3x1C percig, &8l1landé kevergetés kbzben. Az els§ tripszinoldatot
elont jik, a 2. és 3. oldatot gézen 4t szirjik. Igy eltévolit-
Juk a még meg nem emésztett nagyobb szivetdarebokat, és az e-
setleg szildrd részeket. Sziirés utén a fibroblaszt sejteket
tartalmazé sziirletet Ph 7 PBS-pufferben mossuk. A mosédsi fézist
centrifugdélds koveti. Janetzky T. centrifugéban 800-as fordu-

latszdmmal 10-15 percig ililepitjik. A mosdst 3x ismételjiik. A



harmadik moséds utdn a sejteket penicillin, gentamicin, és
streptomicin antibiotikumot, nistatint, valemint antimiko-
pkzmés szereket tartalmazd§ Parker 199 tédpfolyadékba szusz-
penddljuk. A tépfolyadék a fent emlitetteken kivdl 10 % bor-
Jusavét is tartalmezott. Az 50.000 sejt/ml szuszpenzibt szo-
vettenyészt3 edénvekbe toltjik, majd légterében 5 % CO,-t
tertalmazdé termosztétba helyezzik. Egy nap elteltével a sej-
tek kitanadnak a szovettenyészté edény feldra, 4-5 nap mulva
pedig fertbzéshez megfeleld dllanotba keriilnek. A primér sej-

teket cseppfolyés nitrogénben hosszu ideig térolhat juk.

3.1.1.3. A szovet fertbzések /21,26/.

A fert8zés kezdetekor a 10 % borJjusavét tartalmazd
Parker 199 szaporité tépfolysdékot ledntjiikk a fertSzni kivént
szbvetrdl. AD 169 CMV torzs 3x10 /ml éitopatogén egységet
/tovébbiakban BPE/ tartalmazdé tépfolyadékénak O,1 milliliterét

Juttat juk az 50 cm®

alapterileti 80 % monoliert alkotd human
embrionalis fibroblasztot tartalmazé Greiner szévettenyésztd
edényekbe. Ezutén az edényeket lezdrjuk, és egy éréra 37°C-os
termosztdtba helyezziikk. Ez alatt az idé alatt a virus adszor-
bedldédik a sejtek felliletére. Az adszorpcidés idé leteltével

a szbtvetre megfelel§ mennyiségi Parker 199 tépfolvadékot vi-
sziink. A szOvettenyésztl edényeket ezutédn 37°C-0s termosztét-

ba helyezziik. A kovetkez§ napokban folyamatosan figyelemmel

kisérjik, hogy a virus milyen mértékben fejti ki citopatogén



hatédsét. A virus 4ltal a sziveten létrehozott citopdtids ha-
t4s jellemzésére az 1-4 kereszt Jjeldlést alkalmazzuk. Tovabbi
feldolgozdsra a 3-2 kereszttel Jjellemezhet§ szovetkulturédk

felelnek meg. ‘
Az értékelhetd citopdtids hatds kialakuldsdnak ide-

Jje fiigg a fert8z8 virus tulajdonsdgaitél. Pl.: a Herpes virus
1. tipusa mér a fert8zést kovetd 2-3. navon észlelhetd cito-
pétidés hatdst hoz létre. Ezzel szemben a vizsgélatainkhoz al-
kalmazott CMV AD 199 todrzse 7-8 nap alatt fejti ki megfeleld
mértéki citopatogén hatdsat /27/.

.A kellS nagysdgu citopétids hatds kialakulédsa utén
keriil sor a fert8zott szovetkultura tovédbbi feldolgozésdra
/21,27/.

3.1.1.4. Az antigén tartalmu sejtek térgylemezre vitele

A fentl médon fertbzott szdvetrdl a citopathogén
hatds kialakulédsa utdn centrifugdba ontjik a fenntartdé tépfo-
lyadékot, majd a tenyészt§ edény falérél eltdvolit juk a még
tapadé sejteket. Ez végezhet$§ mechanikai uton, az edény fals-
nak kapardsdval, vagy minimélis mennyiségli tripszin segitsé-

gével.

2 tenyésztfedénybe 0.5 ml. 0.025 %-os trip-

A 30 cm
szinoldatot mérink, majd annyi tripszinoldatot hagyunk az
edényben, hogy filmszeriien elfedje a sejteket. Két perc el-
teltével a tapadd sejtek is eltdvolithatdk. Ezek utén PBS-ben

valé moséssal eltdvolitjuk a tdpfolyadck maradvényait, és a



tripszint. A mosdst centrifugdléds koveti 800 RPMI fordulaton
10 percig Janetzky T.24. tipusu centrifugédban. A miiveletet

3x megismétel jik. A harmadik mosés utdna mosé folyadékot 61
ont jiik, m=jd a centrifugacs8 aljdben maradd sejtekb8l tomény
szuszpenziét készitiink PBS-ben /21/. Az igy elkészitett szusz-
penziébdl tdrgylemezre egy-egy cseppet visziink, és inverz
mikroszképpal ellenfrizve bedllitjuk a megfeleld sejtszdmot. Egy
latétérben kb. 30-5C sejtnek kell lennie. A fenti mdédszerrel
megfeleld silirliségiire bedllitott sejtszuszpenzidét ezek utén
eldzetesen alkohollzsl megtisztitott térgylemezekre cseppent jik,
két pédrhuzamos sorba, soronként 5-5 cseppet, az aldbbi &bra

szerint.

AZ ANTIGENT TARTALMAZO SEJTEK ELHELYEZESE A
TARGYLEMEZEN

11l. &bra.
Az antigént hordozdé lemez



Igy tehét minden lemeziink 10-10 cseppet hordoz. A lemezeken
1év8 cseppek beszéradését hideg levegs dramoltatdsdval segit-
jik el8. 4°C-os acetonban 10 percen keresztiil fix4ljuk. Fixé-
l4s utén a lemezeket csomggoljuk és -20°C-on téroljuk. Ezen a
hémérsékleten megfelels csomagoldsban - szilikagél, vagy eéyéb
nedvszivé anyag haszndlatdvael - hosszu ideig, akér évekig is

eltarthaték.

%e.l.la5. Az ellenanyag titrélésa

A fenti médon elkészitett tdérgylemezen preparélt
antigéni tartalmazé sejtek segitségével méd nyilik a bekiildott
savéminték ellenanyegtartalmdnek mennyiségi és mindségi vizsgé-
latéra;

A vizsgélat céljébél beérkezd savémintdkbdél 0.01 %
NaN3—at tartalmazé PBS-ben kiilonboz8 higitésokat készitiink.

Az Igk és 1IgG osztdlyokba tartozé immunglobulinbk kimut atdsa-
hoz a vizsgdlandd savémintdkat kiilonbozbképpen higitjuk. Az
IgM osztélyba tartozé immunglobulinok alacsonyabb titerben mu-
tathatok ki, ezért a savémintdkat kisebb higitdsban vissziik
az antigént tartelmazé sejtekre, mig az IgG immunglobulinok
kimutatdsgdhoz magasabb savéhigitdsokat alkalmazunk. A szokésos

higitdsok:
IgM kimutatdse esetén: 1:2, 1:5, 1:10, 1:20.

IgG kimutatésa esetén: 1:40, 1:80, 1:160
Természetesen a vizsgdlcti mintdval pdrhuzsmosan higitdst ké-

szitlink egy biztosan ismert titerid pozitiv és egy negativ



savébdl. Az elkészitett higitdsok megfeleld mennyiségét visz-
szilk az antigént tartalmazé sejtek cseppjeire, a jegyz8koényv-
ben elfzetesen megtervezett helyekre. Miutdn a savémintdt az
antigénre cseppentettik lemeziinket nedves kamrdba helyezziik
és 37°C-on I1gG kimutatésa esetén 45 percig, IgM tipusu ellen-
anyégok kimutatésa esetén 1.5 6rdig /21/ inkubdljuk. Az ellen-
anyaggal valé inkubéldst PBS-ben valé moséds kdveti, amit hé-
romszor megismétliink. A FITC~cel Jelzett Anti-hhgan IgM és
I1gG immunglobulinokbél'megfe1e16 higitédst készitiink /IgM ese-
tében 1:10, IgG esetében 1:20/ és ennek a higitdsnak a megfe-
lelS mennyiségét vissziik az antigén-ellenanyag komplexre.
Abban az esetben, ha a savé tartalmaz specifikus ellenanyagot
az antigénnel szemben, ekkor az IgM tipusu immunglobulinokat
kb. egy hénapig mutathatjuk ki. Akkor, ha a fert8zés a vizsgé-
latot megeldzBen egy, vagy tobb héﬁapja tortént, legtobbszor
mér csak az IgG tipusu immunglobulinok kimutatédsdra van lehe-
t3séglink. Abban az esetben, ha sikeriil Igil tipusu immunglobuli-
nokat kimutatnunk, friss fert8zésr8l van szé. Amennyiben csak az
IgG tipusu immunglobulinok Jelenlétét sikeril igazolnunk, akkor
a feltételezett reinfekcié bizonyitédsdhoz az sziikséges, hogy
két, meghatdrozott idékulombséggel /2-3 hét/ levett savémin-
tdbol legaldabb négyszeres titerkiildmbséget mutassunk ki.
Vizsgélataink sordn egyardnt torekedtiink az Igil
és IgG tipusu immunglobulinok kimutatdsdra minden beérkezett

vizsgédlati anyagbél. Ezt - mint mér az elézSekben emlitettem -



figyelembe kell venniink ez inkubdciés idAk megdllapitésekor.
Az IgM tipusu immunglobulinok kit8déséhez tehdt 1.5 éra, az
IgG tipusu immunglobulinok ktt8déséhez pedig 0.5 6ra sziikséges,

37°C-on, nedves ks=mréban.

3.1l.1.6. Eredmények

Azoknak a betegeknek a savéjit, akik a klinikai kép
alapjén feltehet8leg CMV virus fertd8zottek, pdrhuzamosan vizs-
‘géltuk komplementkotési reakcidval és indirekt immunfluoresz-
cencidval CMV virus specifikus ellenanyagok kimutatésa céljé-
bél. Az intézetlinkbe érkezett 159 vizsgdlt anyagbdél 74 esetben
kaptunk immunfluoreszcencidval és komplementk&tési reakcidval
egyardnt pozitiv eredményt. A pozitiv esetek mindegyikében
immunfluoreszcencidval ‘magas IgG ellenanyagszintet sikeriilt
kimutatnunk. Azokbdl a savékbél, amelyek IgG negativnak bizo-
nyultek, 20 esetben sikeridlt CMV specifikus IgM tipusu ellen-
anyagot kimutatnunk. Ezek k&6zlil 12 alkalommel igen alacsony
titerben bér, de IgG tipusu ellenanyagot is sikeriilt kimutat-
nunk. 8 savé azonban csak &z IgM osztdlyba tartozé immunglobu-
linokat tartalmazta. Az a tény, hogy ilyen mages ardnyban ta-
ldltunk IgM tipusu CMV-re specifikus immunglobulint, abbél
adédik, hogy & savéminték célzottan.érkeztek vesetranszplan-
t4ltaktdl, graviddktidl, és JjellemzS tilinetekkel kisért megbe-
tegedett gyermekektll és felnSttektdl. Megvizsgdlva, hogy az
IgM pozitiv savdk milyen betegekt§l érkeztek, megfigyelhet jik,



hogy ezeknek a vizsgédlati mintdknek igen tekintélyes része a
gyermek klinikdrél szérmazik., A mésfél év alatt ugyanis a
gyermek klinikérél 42 esetben kértek vizsgdlatot CMV speci-
fikus ellenanyagok kimutatdsa céljébésl.

Hat esetben sikeriilt ezek kozlil CMV specifikus, IgM tipusu
ellenanyagot kimutatnunk. £bbAl hdrom olyan csecsem8ktél
szdrmazik, kiken a CMV fertzés klinikai tineteit észlelték.
Ezeknél a csecseméknél kis mennyiségii CMV specifikus IgG
tipusu ellenenyagot is sikeriilt kimutatni.

Hérom esetben a gyerekek CMV fertfzésre utalé tiinetekkel ke~
riltek a klinikéra. A t8lik szdrmazd szérumokbdl csak az

IgM tipusu ellenanyagot sikeriilt kimutstnunk. IgG osztdlyba
tartozé CMV virus specifikus ellenanyaggal még nem rendelkez-
tek. Ig tipusu ellenanyagok ezetében 1:10, az IgG tipusu
ellenanyagok esetében pedig 1:4C higitésban még erdsen fluo-
reszkdl6 mikroszképos kép esetén az eredményt pozitivnsk te-
kintjuik. Az aldbbi felvétel a CMV virus immunfliuoreszcensz
képét mutatja. 4 képen J61 elkiildnithetdek egymdstél a po-
zitiv, illetve negativ sejtek, ezenkivil még gyenge hattér

fluoreszcencidt is tapasztalhatunk.



1. felvétel.
CMV virus immunfluoreszcensz képe
Az 1. szédmu tébldzat a kapott eredményeinket muteat ja be:

OSSZEHASONLITé CYTOMEGALOVIRUS S'PE_CIFIKUS ELLENANYAG MEGHA -
TAROZAS KOMPLEMENTKOTESI REAKCIO ES IMMUNFLUORESZCENCIAS
VIZSGALATOK ALAPJAN.

Modszer KKR. + KKR. — Osszesen
IF. + 74 20 94
(46,5% ) (12,6°%) (59,1 %)
IF. — 0 65 65
(40,9%) (40,9 %)
Osszesen 74 85 159
(60,5 %) (53,4 °b) (100 %)
1.82.t8 zat.




3.le2. A Rota virus és az J.J.F.-vel torténd Rota virus
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A Rota virus kettdskkapsziddal rendelkezd, gomb a-
leku, a Reoviridae csalddba tartozé virus. F8leg csecsem8 és
kisgyermekkorban okoz geasztorintesztindlis megbetegedéseket,
amit magas 14z kisér /24/.

A humén Rota virus nagyfoku antigén azonossdgot mutat
& majom SA - 11 tipusu Rota virussal. Ez a virus kénnyen te-
nyészthet§. Igy lehetdség addédott arra, hogy az antigén szer-
kezeti hasonlésdgotkihaszndlva human eredetii Rota virus speci-
fikus immunglobulinokat mutassanak ki. Laboratdériumunk az in-
direkt immunfluoreszcencids elJjérdst dolgozta ki, a Rota specifi-
kus IgM és IgG tipusu immunglobulinok kimutatésséra /28,16/.
Munkénk sorén a Z26ld apéceamajom vesekérgebll szérmazd GMK Jjel~
zésli sejtvonalat fertdztiikk a majom SA - 11 Jjelzési Rota virus
tOrzsével. A citopgdthids hatds kialakuldsa utén, amely kb.

6 - 7 napot vett igénybe, a 3.1.1.4. pontben leirtakkal meg-
egyez8 médon Jjértunk el. A vizsgdletainkhoz alkalmazott savé-
mintdkat elfzetesen mér komplementkdtési reakcidval, gél
elektroforézissel vizsgsltuk, illetve olyan savémintéket tesz-
teltiink, amelyek azokbdél = betegekbdl szérmaztek, akik székle-
1éb81l elektronmikroszképpal Rota virust mutattunk ki. A savé-~
higitésokat, illetve a konjugédtum higitdst ugyancsak a
3;1;1.5; pontban leirtsknck megfelelSen hajtottuk végre.



3.le2.1. Osszehasonlité vizsgdlatok Rota virus specifikus
ellenanyagok kimutatdsa céljébél.

Intézetiinkben 1983%-ban Osszesen 37 darab savémintét
vizsgéltunk meg komplementkdtési reakcidéval és immunfluoresz-
censz technikdval pdrhuzemosan. EbbSl 11 esetben kaptunk mind-
két szeroldgiai eljérédssal pozitiv eredményt. 12 esetben komp-
lementkotési reakcidval negativ eredményt kaptunk, ezekbdl a
savékbél azonban minden esetben korai tipusu Rota virus speci-
fikus Igl tipusu immunglobulinokat sikerilt kimutatnunk. Az
alébbi téblézat a két médszerrel kapott eredményeinket mutat-

Ja be.

0SSZEHASONLITO ROTAVIRUS SPECIFIKUS ELLENANYAG MEGHATAROZAS
KOMPLEMENTKOTESI REAKCIO ES IMMUNFLUORESZCENCIAS VIZSGALATOK

ALAPJAN
Modszer KKR. + KKR. — Osszesen

F.+ 1 12 23
(29,1% ) (32,4°) (62,18% )

IF. — 0 14 14
(37,8%) (37,82%)

Osszesen 1" 26 37

(29,15% ) (70,85%) (100 %)

2.8z.t4blézat.



Erdekes volt megfigyelni, hogy az akut tiinetekkel kérhézba
keriil§ betegek faeceszébdl az elektronmikroszképpal /ELMI/
kapott eredmények milyen Osszefliggést mutattak a szerolégiai
vizsgdlatok eredményeivel. Tobb esetben eléfordult ugyanis,
hogy az akut tiinetekkel gyorsan kérhdzba keriild betegek fae-
ceszét ELMI-vel vizsgdlva pozitiv eredményt kaptunk, ugyan-
skkor komplementkotési reakcidéval az illetd beteg savéja
negativnak bizonyult. Ezeket a savékat immunfluoreszcensz
médszerrel vizsgélva minden esetben korai, IgM tipusu immun-
globulint tudtunk kimutatni. EbbSl is kitunik, hogy sz IgM
tipusu immunglobulinok kimutatdsénsk igen nagy a jelenté-
sége, akkor ha a beérkez§ székletminta ELMI-vel torténé vizs-
gdlatdra nincs lehetéség. A savéminta KKR kOtéssel végzett
vizsgédlata sordn friss fertfzés esetén negativ eredményt
kapunk. Abban az esetben viszont, ha méd van immunfluocreszcensz
vizsgdlat végzésére, és sikeril IgM tipusu immunglobulint ki-
mutatnunk, diagnézist adhatunk ki, és elkeriilhet jik esetleg

felesleges antibiotikum therdpia alkalmazds&at.



2.8z.felvétel.
A Rotg virus immunfluoreszcensz képe

Dele Az immunfluoreszcensz mikroszkép alkalmezdésa & bak-

teriolégidban.

Az immunfluoreszcensz médszert a bakteriolégidban
is széles korben alkalmazhatjuk. A vizsgdlatok sordn - az el§-
z6ekhez hasonléen - vdlaszthatunk a direkt, illetve az indirekt
médszer kozott. Bakteriolégiei munkénk sordén mi a direkt el jé-
rést alkalmaztuk. A kovetkezlkben ennek eredményét szeretnénk
ismertetni. Az anaerob baktériumok k6zé tartozd Bacteroides
fragilis torzs immunfluoreszcensz ‘vizsgdlata és téptalajon va-

16 tenyésztése egyidében folyt. Az immunfluoreszcensz médszer



alkalmazésa sorén a Bio Meriux gyértményu Bacterioides
fragilis anserob térzsre specifikus FITC-cel Jjelzett immun-
globulint hasznéltunk. /specifikdcié / 58711 FLUO FRAGILIS-
-Kit Bacteroides fragilis/ |

Be2ela A Bacteroides fragilis

Mint mér emlitettiik, a Bacteroides fragilis anaerob
kérokozé. Rendkivil sulyos megbetegedéseket okozhat: igen
gyekran kimutathaték peritonitisz esetén, hasi tilyogokbdl és
& n8i nemi szervek gyulladdsos elvdltozésaibdél is. A bakterio-
légiai tenyésztése tdptalajon tbriénik, angerob koriilmények

kozott.

3.2.2. Médszer /19/

A beérkez8 vizsgélsti anyagot, amely feltehetfen
anaerobbal fert6zott betegtél szdrmazik /sebvéladék, tdlyog
stb./ kevés PBS-ben /Fh. 7.2/ kb. 2-3 .—szeresére higit juk,
és alkohollal elbzetesen megtisztitott térgylemezen egyenle-
tesen elkenjik. A kenetet 24 6rén keresztil szobahén szérit-
juk, majd 10 percen keresztiil +4°C-ra hiitétt acetonban fixsl-
Juk. Ezutén a mér emlitett FITC-cel Jelzett B. Fragilis spe-
cifikus immunglobulin kis mennyiségét rétegezziik a kenetre.
Nedves kamrédba helyvezziik, és 45 percre +37°C-0s termosztétba
rakjuk. Az inkubdciés idA lejérta utédn a prepardtumot hérom-
szor PBS.-ben mossuk, majd a kenetre 80 %-os glicerinben ol-

dott 5 % ortho-feniléndiamint cseppentiink a fedflemez al4.



A kOvetkez$ tédbldzaton mutetjuk be kapott eredménveinket.

A BACTEROIDES FRAGILIS TENYESZTESEVEL ES DIREI'(T
IMMUNFLUORESZCENS VIZSGALATAVAL KAPOTT EREDMENYEK

) Modszer | renyeésztés Direkt IF
Eredmeny
Pozitiv 25 23
Negativ 15 17
3.82.td4bldzat

Pérhuzamba éllitottuk I.F.-val kapott eredményeinket a

a bakterioldégiai eredményekkel. Léthzté, hogy eredményeink,
melyet I.F.-val keptunk, igazoljék a bakterioldgiai te-
nyésztés eredményeit. Két esetben fordult els, hogy a bak-
teriolégiai tenyésztést az indirekt immunfluoreszcensz vizs-

gédlat nem igazolta.



3.8z .felvétel

4 B. fragilis immunfluoreszcensz képe

Deda Az immunfluoreszcensz mikroszkdép alkalmezdsa a para-

zitolégidéban

Az immunfluoreszcensz médszer alkalmezési terililete a
parazitolégidban sem korlétozdédik sziikk terliletre, sét igen sok
esetben specifikusan és kizaérdlagosan alkalmazhotjuk. A para-
zitolégia terliletérél mi a maldridt okozdé plasmédiumfajtékra,
az bntamdba histoliticéra, a Toxoplasma Gondiire specifikus

immunglobulinok kimuteatdsdt végeztlik el.

DeDela A maldrist okozé plessmédiumfajtdkra_specifikus_immun-



%e%e1e1. A plasmodiumfajtdk rovid jellemzése
Az emberi m@ldridt a kdvetkezd plasmodiumfajték
okozhatjdk /30/: 1./ Plasmodium falciparum, 2./ Plasmodium

vivax, 3./ Plesmodium malarise, 4./ Plasmodium ovale.

A kdérokozék fejlB8dé<4hez gazdacsere sziikséges. A
vektor szerepét a szunyog tolti be. Itt pérténik a szexudlis
szzporodds, amelyet az emberben a plazmodium aszexudlis fej-
lédése kovet. A plasmodiumfajtdk szaporoddsuk sorén kiilénbd-
zd8 érési folyamatokén keresztil jutnak el a végs6 alakig: a szu-
nyog a sporozoitédkat kdézvetiti az emberbe. Ezek retikuloendo-
télbe Jjutnak, majd a kovetkezd lépésben a vordsvértestekbe
telepszenek. Itt aleskulnak ki a merozoiték. Egy résziikbsl
gametocitdk fejlédnek, és ezek kerlilnek vissza a szunyogba,

ha vért sziv, ahol a szaporoddsi ciklus ujra indul /30/.

3¢3.1.2. -A kiilOnbozé plasmodivffajtdkra specifikus immunglo-
bulinok titerének megdllapitdsa
A kxilonbozb blasmodiumfajtékra specifikus, tiszti-
tott, liofilezett Allapotban kézhez kapott immunglobulin ti-
terének megdllapitését immunfluoreszcensz médszerrel végeztiik
/3Y,32/. Az antigént tartalmazdé térgylemeziink a Bic Meriux

cégtdl szérmazott, vordsvértestekre fixdlt Plasmodium falci-

perum antigéneket tartalmazott /31/.
A kdvetkezd plasmodiumfajtékra specifikus immunglobulinok

' tesztelését végeztik el.



Plasmodium malariae CDC. komplex immunglobulin
Plasmodium vivax éDC.'komplex immunglobulin
Plasmodium ovale CDC. komplex immunglobulin
Plasmodium falciparum CDC. komplex immunglobulin
Plasmodium falcipaerum IgG frakcié CDC.
Plasmodium falciparum IgG frakcié Gronoble.

Az izmunglobulint 0.01 %-o0s NaNS-ot tartalmazé desz-
111141t vizben oldottuk /24/. A konjugéldsi, festési, majd
fedesi methodika & 2.4.1. fejezetben ismertetettel egyezik
meg. A kovetkez§ felvételen a plasmodium falciparum immunfluo-
reszcensz képét léthatjuk. A 4.sz. tdblézaton a kiilénbdz6 immun-
globulinok indirekt immunfluoreszcenciével nyert titerértékeit
mutatjuk be. A két kiiloénboz8 gydrtmdényu P. falciparum IgG frak-
cié titere teljesen megegyezik. A komplex P. falciparum immun-
globulin, - mely tartalmazza az immunglobulinok minden oszté-
lydt - alacsonyabb titeri mint a két, ugyanerre az sntigénre
specifikus, de csak az IgG globulinfrakcidét tartalmazé készit-
mény. Megfigyelhetjik tovébbd azt is, hopsy a P. falcipsarum
bizonyos antigénszerkezeti hasonldéségot mutat a P. malariase-val.
A kovetkez§ tdblézaton az I.H.T.-val kapott eredményeinket 41-
lit juk pdrhuzamba &z I.I.F.A.-val kapott eredményeinkkel.

A Flasmodium falciperum immunfluoreszcens képét a 4. felvéte-

len léthatjuk.



KULONBOZO PLASMODIUMFAJOKRA SPECIFIKUS IMMUNOGLOBULINOK
PARHUZAMOS MEGHATAROZASA INDIREKT IMMUNFLUORESZCENCIAS
MODSZERREL VALAMINT INDIREKT PASSZIV HAEMAGLUTINACIOVAL

Plasmodiumfajok e IHA . [F.

Plasmodium malariae  CDC 1:200 1:80
Plasmodium vivax CDC negativ negativ
Plasmodium ovale CDC negativ negativ
Plasmodium falciparum CDC 1:100 1:160
Plasmodium falciparum IgG COC 1 : 1600 1: 640
Plasmodium falciparum 1gG Gronoble 1:1600 1: 640
Plasmodium falciparum 7898 London negativ negativ
Plasmodium falciparum H —408 negativ negativ

A plasmodium felciparum immunfluoreszcensz

4.,82.tédbldzat

4.sz.1elvétel

képe




3e3426 A _Toxoplasma gondii_ specifikus immunglobulinok
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3.3.2.1. A Toxoplasma gondii

A Toxoplaesma gondii egy protozoon, amely a toxoplas-

mozis kérokozédja. Mérete megjelenési formdjadtél figgben kiildn-
b6z8. A trafozoit 2-7 X 2-4 mikrométer, a ciszta 10-100, az
Ociszta 9-1% um. A cisztdl meglehet8sen ellendllbéak, az Ccisz-
ta 2-% hénavon keresztil is fert8zéképes marad. Orélisan, nazi- -
lisan vagy diaplacentédrisan keriilhet a szervezetbe. 4 kiildn-
boz6 szervekbe, szivetekbe jutva jellegzetes szoveti kdrdso-
dést, gyulladdst, nekrézist okozhat. A toxoplazmézis lehet ve-
lesziletett vagy szerzett. A szerzett toxoplasmézis okozhat
hepatitist, pneuménidt, miocaerditiszt, limfadenitiszt. Az idilt

toxoplazmézis esetében a szemkdrosoddsok a JjellemzBek.

3e3¢2.2. Az antigén készitése tdrgylemezen

Indirekt immunfluoreszcensz technikit alkalmaztunk
a Toxoplasma gondii smecifikus IgM é€s IgG tipusu immunglobuli-
nok kimutatdsséra. Standard savéként a WHO-t61l kapott savét al-
kelmaztunk.

A Toxoplasma gondii antigént egerek intraperitonedlis

oltésdval szaporitottuk. 24 ¢éra utédn az egerek peritonedlis ned-
vét leszivtuk. A Toxoplasma gondiit tartalmaezé peritonedlis ned-
-vet ¥BS-ben higitottuk, centrifugdltuk, majd negyon gondosan

mostuk. Igy megszabaditottuk a fehérvérsejtektdl eés e kiilon-



b8z6 zzvard fehérjékt6l stb. Ezutén PBS segitségével olyan
sliriségli szuszpenziét készitettiink, hogy egy-egy l4tétérben
kb. 100-150 Toxoplasma Gondii legyen lathatd. A tovébbiskban

a 3.1.1.5. fejezetben leirtakkal megegyezd médon jértunk el.

A Toxoplasma Gondii fertdzések korai kimutatédsa

kiilondsen nagy jelent8ségii terhes anydk esetdben, hiszen a

Toxoplasma Gondii rendkiviil sulyos magzati kérosoddsokat okoz-

hat: Spontén abortust stb.

A Toxoplasma Gondii ellenanyag meghatdrozds céljdra

bekiildott szérumok k&zil 64-et vizsgdltunk meg I.I.F.-val és
indirekt passziv haemagglutindgcidval.

Eredményeinket az aldbbi tébldzaton mutatjuk be.

TOXOPLASMA GONDII SPECIFIKUS IMMUNOGLOB.ULINOK C;)SSZEHASONLITO
VIZSGALATA INDIREKT PASSZIV HAEMAGLUTINAICIOVAL ES INDIREKT
IMMUNF LUORESZCENCIAVAL

Modszer IHA. + IHA. - Osszesen
IF. + 37 6 43
(57,8%) (9,3%) (67,1% )
NWF. —~ 0 21 21
(32,8 %) (32,8%)
Osszesen 37 27 64
(57,8 % ) (42,1% ) (100 %)

Setabldzat.



64 eset koziil 37 alkalommel kaptunk I.I.F.-val és indirekt
passziv haemaglutindciéval pozitiv eredményt. 6 esetben
I.I.F.-val pozitiv eredményt keptunk, de ezt a passziv haemaglu-
tindcié nem igazolta. Ezekbdl a szérumokbdél azonban minden

esetben Toxoplasma Gondii specifikus IgM tipus ellenanyagot

sikeridlt kimutatni. Ezekben az esetekben a szervezet elfszor
taldlkozott az adott antigénnel, ezért még csak a korai, te-
hét IgM osztélyba tartozdé immunglobulinok jelentek meg.

Laboratdériumunkben a Toxoplasma Gondii specifikus

ellenanyagok kimutatédsa sorén az IgM tipusu immunglobulinok
esetében 1:10, az IgG tipusu immunglobulinok kimutatdsa ese-
tében pedig az 1:40 -es higitdsban még erdsern fluoreszkilé
preparétumot szémitunk pozitivnak. Az aldbbi felvételen a

Toxoplasma Gondil immunfluoreszcensz képe 1lithatd.

5.8z .felvétel

A Toxoplasma Gondii immunfluoreszcensz kepe




3eBe3e Az _Entamoeba histolitica ellen termelfdétt_immunglo-
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%2.%.3.1. Az amoebdk roévid jellemzése

Az Entamoeba histolitica a mérsékelt ég8v6n édltala-
ban enyhe lefolydsu ugynevezett amoebds dizentéridt okoz. A
parazitdnak két megjelenési formdja van, a vegetativ forma
és a ciszta. A vegetativ forma mérete 10-40 nm, a ciszta mé-
rete pedig 5-20 nm k6z6tt ingadozik. Tenyésztése m&éjkivonatot
és lésavét tartalmaezé klilonleges tédpfolyadékban lehetséges,

Sokféle kiilonbozd vitamin is szilikséges még a tédpfolyadékban.

3.3.%.2. Az antigént hordozé lemezek készitése /35/

Az antigénes lemezek elkészitéséhez az E. histoli-
tica TPS-1 levesben 1év8 24 éréas tenyészetét hasznéljuk. Az
amoebdkat tartalmazé csdvet a munka megkezdése elétt néhény
percre-20°C-os vizfiirddbe helyezziik. “rre azért van sziikség,
hogy a cs6 faldra tapadti amoebdkat eltdvolitsuk onnan. Ezutén
centrifugdléds kovetkezik /10 percig 1000 RPMI/, majd az lle-
déket PBS-ben /Ph.7.2/ 3x mossuk. Az utolsé mosds utén =&
mér tisztdra mosott amoebdkrdl elontjik a moséfolyadékot,
majd PBS segitéégével szuszpenzidét keszitink belfle, mégpedig
ugy, hiogy egy latétérre kb. 50-o0 amoeba essék. Ezt a szusz-
penziét csepegtetjik ki az eldzetesen megtisztitott térgyle-
mezre. Ezutdn 24 6rés szobahén vald fixdlds kdvetkezik, majd

az antigénes lemezeinket elcsomegolJjuk és -20°C-on téroljuk.



A savéval, valamint a FITC-cel jelzett Ah .. IgG-vel
valé kezelés teljes egészében megegyezik a 3.1.1.5. fejezetben
leirtakkal. Intézetinkben E. histolytica specifikus ellénanyag

vizsgédlat esetében pozitivnak mondjuk a. eredményt akkor, ha
1:40 savéhigitédssal élénk almaz6ld fluoreszcencidt tapasztalunk.
Az immunfluoreszcensz vizsgélatokkal pdrhuzamosan végzett
haemaglutindciés préba esetében az eredményt akkor mondjuk
pozitivnek, ha a savé l:64-es higitdsban még agglutinél.

A beérkezett és vizsgdlt 52 savéminta kozil IHA. -val
39 esetben negativ, 13 esetben pedig pozitiv eredményt kaptunk.
Ugyanezekel a savékat vizsgdlva IIF-val 40 esetben negativ,
12 esetben pedig pozitiv eredményt kaptunk. Léthaté, hogy a
két vizsgdlé médszerrel kapott eredmények jé61 fedik egymdst.
Csupén egyetlen esetben fordult eld, hogy az IHA-val kapott
pozitiv eredményiinket IIF-cal nem tudtuk igazolni. Az IIF-val
valé vizsgdlatok sordan IgM tipusu ellenanyagok kimutatdsa
nem sikerilt.

Eredményeinket az aldbbi, 6.sz. tdblézzton mutat juk

be.
Az E. histilitica IIF képét aldbb lathat juk.



ENTAMOEBA HISTOLYTIKA SPECIFIKUS ELLENANYAG VIZSGALATOK
IHA.-val ES IIF. - val.

Eredmeény Modszer IHA IIF
Negativ 39 40
Pozitiv 13 12

6.8z.tébldzat

b.sz.felvétel

Az E. histoljtica immunfluoreszcensz képe




3.5.%.3. Keresztreakcidk vizsgdlata

A K6zponti Klinikai Mikrobiolégiai Laboratdériumban
sikerrel folyik més amoeba fajtédk izoldlédsa is. Sikerrel izo-
l4ltunk a Tisza és Maros folydban szabadon €18 amoebdkat. Cé-
lunk, hogy olyan médszert taldljunk, amellyel bebizonyithats,
vagy elvethetd az a feltevés, hogy a szabadon é16 amoebdk és
az E. histolitica k6zo6tt antigénszerkezeti hasonlésdg van. A
bizonyitési eljérds sorén az immunfluoreszcensz technika is
segitségil hivhatd.

| A vizsgélathoz el8zetesen P. aerogenessel fedett
BST-agar téptalajon tenyésztett, Marosbdél és Tiszdbél izoldlt
amoebdkat alkalmaztunk. A tdptalajrdél desztilldlt viz .segitsé-
gével lemostuk az amoebskst, majd PBS-ben mostuk, és &
3.3.%.2. fejezetben leirtakkal megegyez8 médon jértunk el.
A vizsgdletok sordn megdllapitottuk, hogy a kiilénbiz8 amoeba-
fajtékat /vizsgélva/ antigénként hasznélva, mindhdrom esetben
azonos eredményt kaptunk. Ezek az eredmények azt valdszinlisi-

tették, hogy az antigénszerkezeti hasonlésdg veléban fenndll.

A



4. OSSZEFOGLALAS

Az immunfluoreszcensz metodika a mikrobiolégia te-
riiletén széles korben alkalmazhaté. Két kiilonbozé el jérdst is-
mertettiink. 4 médszerek mindegyikének vannak eldnyei és hdt-
rényai;

A direkt médszer jelent8sége nagyfoku specifikussé-
géban, gyorsasdgéban rejlik. Gyorsasdgéra jellemz8, hogy egy
6ra alatt meger8sithet jik, illetve elvethetjik a klinikus 41-
tal feltételezett disgnézist. Kililontsen nagy Jjelentdsége van
annak, hogy a direkt médszerrel a testnedvekben kering6 ellen-
anyagok kozvetlen kimutatésdra nyilik lehetéség. £z azért rend-
kivil fontos, mert a virus diagnosztikéban hosszu tenyésztés-
nek kell megeldzni az eredmény kiadédsdt. » bakterioldgisdban
is nagy hasznét vehetjik a direkt mMiédszerrel torténd antigén
kimutatédsnak, hiszen elkeriilhetjik a baktérium téptalajon vég-
zett tenyésztését. Eppen az antigén kimutztds lehet8scge jelen-—
ti az eldnyt més szerolégiai reakcidkkal szemben a direkt mdéd-
szer Jjavdra. A szeroldgia legtobb esetben ugyenics csak a ke-
ring8 ellenanyagot tudja kimutatni.

A direkt mdédszer hétrénya, hogy meglehetdsen kdltséges.

Az indirekt médszerrel is mutathatunk ki antigéneket.
Tgy sikerilt -pl.; szdveten vald tenyésztés utédn lymphocités

choriomeningitis virusdat kimutatni. L-41 Jjelzésl, csében indi-

tott 48 6rés suzovettenyészetet fertdztink a beérkezett liquor
1:2 higitédsdval. A kovetkez6 nanokban folyamatosan figyelemmel



kisértik, hogy a szbveten milyen vdltozdsok mennek végbe.
Citopatogén effektust tepasztaelva, a csében 1év3, valdszinii-
leg virus antigént tartalmezdé sejteket a mér ismertetett mé-
don tdrgylemezre prepardljuk, és fix4ljuk. Ezutdn Osszehozzuk
ismert titerii, lymphocitéds choriomeningitis virusra-specifi-

kus immunglobulint tartalmazé savéval. A festés az elbzbek-

. ben ismertetett médon torténik. -

A klinikusok azonban legtibbszOr nem sz antigénkimu-
tatdst, hanem valamely virusra, vagy baktériumra specifikus
immunglobulin titerének meghatdrozésat kérik. Ezért az indi-
rekt immunfluoreszcensz technikét els8sorban a specifikus
ellenanyag meghatdrozdsokhoz alkalmazzuk. Més szeroldgiai
médszerekkel szemben az indirekt eljdrds igen nagy eldnye,
hogy segitségével nemcsek az IgG, hanem az IgM tipusu immun-
globulinok kimutetdséra is lehetdség nyilik. Kétségtelenné
teszi a fert8zés friss eredetét,.ha sikeril IgM tipusu spe-
cifikus ellenanyagot kimutatnunk, hiszen az antigén szerve-
zetbe Jjutdsakor elészdr is az IgM tipusu ellenanyagok Jelen-
nek meg, amelyek csak rovid ideig mutathatdk ki. Az IgM ti-
pusu ellenanyagok kimutztdsa azonban csak sz elsd megbetege-
dés korai id&pontjéban lehetséges. Abban az esetben, ha IgM
ellenanyagot nem sikeril kimutatnunk, akkor két kiilonbozd
idépontban /2-3 hét/ levett savéminta pdrhuzamos vizsgdlaté-
val tudunk arra vonatkozden ereciumenyt moncéeni, hogy a ferté-

zés mikor tortént. Kildndsen nagy Jjelent8sége van az IgM ti-



pusu ellenanyagok kimutatésének olyan kérokozék esetében, ame-
lyek fejl6dési rendellenességet okcznak /CMV, Toxoplasma Gondii/.

Az immunfluoreszcensz médszerrel tdrtént vizsgdlatain-
kat més szeroldégial médszerekkel pdrhuzamosan végeztﬁk. L J6
egyezést bizonyitjék kapott eredményeink is. Hiszen a Cytomega-
lovirus IIF. technikdval és KKR-val valé vizsgélata sordn 159
vizsgédlati anyagbdl 74 esetben kaptunk mindkét médszerrel pozi-
tiv eredményt. 20 esetben az IIF technikével tdrténd vizsgilat
pozitiv eredményét a KKR nem igazolta. Ezekbfl a savékbdl azon-
ban IgM tipusu specifikus ellenanyagot tudtunk kimutatni. &kkor
a vérben még nem jelentek meg a komplementkdt§ ellenanyagok.
Eredményeink jél igazoltdk aKlinikusok feltételezését vagyis a
friss CMV infekcié gyanujét.

A Rota virus esetében IIF technikdval és a KKR-val ka-
pott eredményeink, valamint elektronmikroszképpal tortént vizs-
gdlatok eredményei j61l fedték, illetve kiegészitették egymést.

4 37 db. savémintédbdél 11 esetben IIF-vel és KKR-vel egyarént
pozitiv eredményt kaptunk. 12 esetben IIF-val pozitiv eredmenyt
kaptunk, ezt azonban a KKR-val nem tudtuk igazolni. E savdék
mindegyikébdl azonban IgM tipusu svecifikus ellenanyagot tud-
tunk kimuteatni. Ennek a 12 betegnek a Székletét E1MI-vel vizs-
gélva Rota virust taléltunk. Igy kétséget kizérdan igazolni tud-
tuk a fertézés.friss eredetét.

A b. fragilis esetében a tenyésztési eredmények és

az IF. eredmények jél fedték egymédst. Csupdn egyetlen esetben



~ nem sikerllt a tenyésztés eredményét IF-val igazolni.

A kilonbdz8 plesmodiumfajtdékban specifikus ellen-
anyagokat vizsgdlva a haemaglutindciés préba eredményei jél
fedték egymdst. A keresztreakciék vizsgdlate sorén is azonos
eredményeket kaptunk. ’

A Toxoplasma gondii esetében 64 savét vizsgdlva 37

alkslommal kaptunk ITF—-wal és haemaglutindciéval pozitiv ered-

ményt. 6 esetben IIF-val pozitiv eredményt kaptunk, ezt viszont
& haemaglutinidcié nem igezolta. Ezekbfl a savékbdél azonban min-

den esetben specifikus IgM tipusu ellenanyagot sikeriilt kimutat-

nunk.
Az E. histolytica specifikus ellenanyagok vizsgdlata

sorén 52 anyagbdél haemaglutindciéval 39 esetben negativ, 13 e-
setben pozitiv eredményt kaptunk, IIt technikét alkalmazva 40
alkelommal pozitiv, 12 alkalommal pedig pozitiv eredményt kaptunk.
A kapott eredményekbdl teljes bizonyossédggal megdllapithatd,

hogy az immunfluoreszcensz médszer nagy specifitdssal rendel-
kezik, igen érzékeny, igy ezek tudatéban 41litjuk, hogy a mdéd-
szer segitségével teljes értékii diagnézis adhaté ki. Az immun-—
fluoreszcensz vizsgélé médszerek alkalmazdsa héttérbe szoritja,

vagy feleslegessé teszi mds szeroldgial reakcié elvégzését.
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Koszonetet mondok dr. Foldes Jdézsef egyetemi tandrnak,
a SZOTE Kozponti Klinikai llikrobioldgiai Laboratdérium veze-
t6jének a téma megvdlasztdsdban és a munka vigzése sorén
nyujtott elvi és gyakorlati utmutatdsédért.

dr. Dedk Judit tandrsegédndnek a Rota és Cytomesalovi-

rusokkal kapcsolatos munkdmban nyujtott segitségért.lrté-
kes tandcszit Orommel fogadtam.

dr. Nagy Erzsébet adjunktusndnek a B. fragilis-specifi-

kus ellenanyag meghatdarozdsokban nyujtott segitségért.

lletyi Anna gydgyszerésznlnek ez E. histolytika specifi-

kus ellenanyagok kimutatdsdban vald segitségért.

dr. Rozsa Jdézsefnek a Toxoplasma Gondii-val kapcsolatos

részletvizsgilatban vald szives kozremiikodéséért.
Zsurka Ferencné és dr. liezey Gézdné aszisztenseknek az
immunfluoreszcens vizsgdlatokkal pdrhuzamosan végzett

szeroldgiei reakcidkban nyujtott segitségiikért.

Diion
18





