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BIOLOGICKY TEST NA UMELE OSLABENYCH ZVIRATECH A MOZNOSTI JEHO POUZITI
KE SPECIFICKE DETEKCI INFEKCNICH AERCSOLU¥*)

Major ScC. MUDr. Jifi FRANEK

V systému protiepidemického zabezpeceni
vojsk ma prvorady vyznam ochrana proti infek-
cim, které se Sifi vzduchem. Vyplyva to z né-
kterych zvlastnosti vzdusného mechanismu pte-
nosu. Patfi k nim predevS§im to, Ze aerogenni
cestou se muZe Sifit mimo tzv. kapénkové in-
fekce i cela rada dalSich, mezi nimi i vysoce
nebezpe¢né, jako mor, anthrax, tularémie, bru-
cellosa, malleus a mellioidosa, ornithosy, Zluta
zimnice a jiné. Pritom inhala¢ni mechanismus
infikovani je vysoce efektivni. Jak ukéazaly ex-
perimentalni prace napf. s B. anthracis, aero-
genni infekce je asi 1000krat nebezpec¢néjsi nez
alimentarni infekce (J. Barnes, 1948). Podobné
vysledky byly ziskany v riznych pracich s botu-
linickym toxinem. Tento toxin je pfi proniknuti
do organismu inhalaéni cestou asi stejné ne-
bezpetny jako pri podkozni aplikaci. Ve srov-
nani s prirozenym alimentdrnim mechanismem
se nebezpeéi intoxikace zvySuje nékolik tisic-
krat (L. Fothergill, 1958; A. Jakovlev, 1958). Ko-
ne¢né vyznam vzdu$ného zplsobu §ifeni infek-
ce je zvySovan i neobycejnou jednoduchosti to-
hoto pfenosu a universédlnosti vzduchu jako fak-
toru prenosu. Proto pravé timto zpisobem mo-
hou byt postizeny v kratkém ¢Casovém useku
velké kolektivy. A proto také k infek&nim aero-
soldm opakované obraceji pozornost ameridti
specialisté pro pripravu bakteriologické valky.
(T. Rosebury, 1949; A. Wedum, 1956; L. Fot-
hergill, 1958).

Uéinnost protiepidemickych opatfeni zavisi
zejména pfi umélém pouZziti infekénich aerosoll

*) Predb&Zné sdéleni, pfednesené na konferenci VLVDU
v Fijnu 1959.

na véasné detekci infekéniho agens ve vzduchu.
Ukol takové detekce je ovSem velmi obtizny.
Jak vyplyva z uvedenych zvlaStnosti aerogenni-
ho pfenosu, metody detekce musi splfiovat né-
kolik velmi dulezitych poZadavkl. PredevSim
musi umoZnit zjiS§téni pfitomnosti celé rady vy-
soce patogennich zarodkl (baktérii, rickettsii
i virust) a také botulinického toxinu ve vySe-
tfovaném vzorku. ProtoZe aerogenni zplsob
infikovani je neobycejné ucinny, mohou byt
z epidemiologického hlediska nebezpe¢na i mala
kvanta zarodku a toxinu. Proto druhou vlast-
nosti metod specifické detekce musi byt vysoka
citlivost. A koneCné tfetim pozadavkem je sa-
moziejmé rychlost vySetteni.

Otazky spojené s detekci infekénich aerosoll
se tedy dotykaji dvou zdkladnich problému: pre-
devSim je tfeba ziskat dostateéné velké vzorky
vzduchu, pii maximalni zadchytnosti ¢astic men-
§ich neZ 5 mikron (které jsou nejnebezpe¢néjsi
fazi aerosold). Jak znamo tento Ukol je dnes
veelku UspéSné feSen napf. pouzitim rozpust-
nych Zzelatinovych filtrd nebo nékterych aparatt
typu impingerd. Za druhé je nutno vypracovat
vysoce citlivou a rychlou metodu bakteriologic-
ké diagnostiky s co nejSirSim diagnostickym
rozsahem, coZ bylo Ukolem i naSi experimentalni
prace.

Jeji t8ziSté€ bylo v rozpracovani zrychlené
diagnostické metody s pouzitim uméle oslabe-
nych zvifat. K zeslabeni obrannych mechanismi
byl pouzivan kortison. Ve srovnani s druhymi
soudobymi zpusoby zvySovani vnimavosti k in-
fekci, jakym je napt. ozareni rtg. paprsky nebo
aplikace zymosanu, kortison nejlépe vyhovoval
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z nékolika divodl. PfedevSim jde o tovarné vy-
rébény preparidt, pomérné standardni a v naSich
podminkich dosazitelny. A za druhé, dik roz-
sdhlému pouziti kortisonu v klinické praxi a
velké pozornosti, kterd mu byla v poslednich le-
tech vénovdna v experimentilni medicin€, byl
tento hormon vSestranné prozkoumaén. Pri stu-
diu komplikaci, které mohou vzniknout pfi jeho
lé¢ebném pouziti, bylo v pokusech s ruznymi
zarodky na rlznych laboratornich zvifatech
opakované dokazano, Ze kortison v urc¢itych dav-
kach podstatné sniZuje resistenci organismu.
Byly dostate¢né podrobné objasnény mechanis-
my jeho Gc¢inku a také patologicko-anatomické
a patologicko-fysiologické zmény nastavajici pod
jeho vlivem v organismu. Tim v8im byly vytvo-
Feny predpoklady pro pouziti kortisonu k vy-
pracovani praktické diagnostické metody, coZ
bylo ovSem spojeno s vyjasnénim fady novych
specifickych otdzek. K nim patfi zjiSténi podmi-
nek zabezpeCujicich maximalni G¢innost korti-
sonu jak na zvySeni vnimavosti zvirat k infekeci,
tak na zrychleni infekéniho procesu. Déale je to
otazka zmén v dynamice rozmnoZzovani patogen-
nich mikrobd v oslabeném organismu, zejména
v podéatecnim obdobi rozvoje infekce. Dalsi otaz-
kou je zachovani specifi¢nosti klinického a pa-
tologicko-anatomického obrazu u zeslabenych
infikovanych zvifat. A kone¢né podstatny vy-
znam pro ocenéni praktické pouZitelnosti me-
tody ma sledovani komplikaci, které mohou
vzniknout pfi praci na oslabenych zviratech.

Metody

Préace byla provedena na bilych mysich o vaze
16—18 g (jednak z farmy Tédbor — kmen ,H,
jednak z chovu Vojenské lékarské akademie
v Leningradé&). V hlavnich pokusech byla zvitata
infikovana kmenem Klebsiella pneumoniae, pa-
togennim pro bilé mysi, ktery slouZil k vyvolani
modelové vysoce nebezpecné infekce. V jednot-
livjch pokusech byly mySi infikovany kmeny
Past. pestis a B. anthracis z Zivych vakcin so-
vétské vyroby. Jak znamo, tyto Zivé vakciny
zachovavaji Gastetnd patogennost pro labora-
torni zvifata. Kone¢né ¢ast pokusl byla prove-
dena s botulinickym toxinem typu A.

~ Hormon, kortison acetat belgické vyroby, byl
aplikovan v raznych davkach, pravidelné pod-
kozné.

Koncentrace bakterialnich suspensi byla mé-
Fena srovnanim s optickymi standardy pro vyro-
bu vakcin a ovéfovdna kontrolnimi vysevy na
agarové pudy.

PFric¢ina smrti byla u vSech oslabenych zvifat
provérovana bakteriologickym vySetifenim orga-
nd.

Vysledky

Pokusy potvrdily z literatury znamé udaje
o tom, Ze aplikace kortisonu podstatné zvysuje
vnimavost zvifat k infekci. Tuto obecnou pfed-
stavu o G€inku hormonu se podafilo upfesnit

tim, Ze byla sledovdna kvantitativni strdnka
otazky, tj. zavislost Gcinku kortisonu nejen na
davkovani samého preparatu, ale i na velikosti
infekéni davky mikrobd. Posledni faktor ma
podstatny vyznam. JestliZze totiZ oslabené mysi
infikujeme davkou absolutné letalni pro normal-
ni mySi, pak pribéh infekéniho procesu zvirat
v obou skupinadch se li§i jen nepatrné (obr. 1).
Se snizenim infek¢ni davky vzrastd vyznam
oslabeni. Zatim co ve skupinidch kontrolnich
mySi postupné narusta pocCet zvifat, kterd pre-
Zivaji, u oslabenych pozorujeme stédle vysoké
procento uhynulych. Pfitom rychlost pribéhu
infekce se u oslabenych zvifat nezmenSuje bud
vibec, nebo jen nepatrné (obr. 2).

Tyto vysledky se zadkonité opakovaly v rtz-
nych pokusech nezivisle na tom, zda byly mysSi
infikoviny kmenem Klebs. pneumoniae, Past.
pestis, B. anthracis nebo botulinickym toxinem.

Ve vSech pokusech byla zvifata oslabena pre-
dem vytitrovanou davkou kortisonu, zabezpecu-
jici jeho optimaélni efekt. Byla to ddavka 11,5 mg,
aplikovana po cdastech postupné 48, 24 a asi
1 hodinu pfed infikovanim.

Umeélé oslabeni kortisonem tedy muiZe mit
podstatny vyznam v téch pripadech, kdy vy-
Setfovany material obsahuje minimalni mnoz-
stvi hledanych patogennich zdrodku; pfitom se
uplatni predevSim Gc¢inek na zvySeni vnimavosti
k infekci. Pokud jde o zrychleni infekéniho pro-
cesu, neni tak velké, aby stacilo poZadavkim
kladenym na metody specifické detekce.
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Obr. 1. Uinek kortisonu na priabéh experimentdlni infekce, vyvo-
lané u bilych mysi aplikaci absolutné letdlni ddvky Klebsiella
pneumoniae
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Obr. 2. Utinek kortisonu na prabéh experimentdlni infekce, vyvo-
lané u bilych my$i aplikaci subletdini davky Klebsiella pneumoniae

Pro vlastni zrychleni diagnostiky mulZe mit
daleko vétsi vyznam GcCinek kortisonu na dyna-
miku rozmnoZovani patogennich mikrobl v or-
ganismu oslabenych zvirat. Ukazalo se totiz, Ze
je u nich podstatné zkrdceno pocatecni obdobi
latence v rozvoji infekce. Daleko dfive neZ u nor-
malnich zvifat zadéind intensivni rozmnoZovani
mikrobu v nékterych orgidnech (zejména ve sle-
zind) a velmi brzy nastupuje generalisace in-
fekéniho procesu, kterd se projevuje masivni
bakteriémii. V pokusech s kmenem Klebs. pneu-
moniae v davce asi 10 000krat menS$i nezZ LDg
pro normalni zvifata, aplikované podkozné, byla
generalisace opakované dokdzana u vice nez po-
loviny pokusnych zvifat ke konci prvniho dne
po infikovani a u vSech do 48 hodin.

U kontrolnich zvifat byla bakteriémie nachéa-
zena az v premortdlnim stadiu, tj. i po infiko-
vani davkami podstatné vy$Simi, ne drive neZ
ke konci 3. az 4. dne.

Jak ukéazaly pozdéji pokusy pracovnika Proti-
morového tstavu v Rostové na Donu, stejné
zmény v dynamice rozmnozovani nastupuji
u zvirat infikovanych vysoce virulentnimi kmeny
Past. pestis a Past. tularensis. V obou pripadech
je mozné u oslabenych zvifat mikroskopicky
dokazat masivni rozmnozeni mikrobu v orga-
nech uz asi za 14 az 18 hodin po infikovani jed-
notlivymi mikroby. Pfitom oslabena zvifata hy-
nou pomérné pozdé, po nékolika dnech, v zhru-
ba stejnych intervalech jako kontrolni. Tyto

———o kontrolni myéi -

pokusy, provedené v laboratori prof. DroZev-
kiny, plné potvrzuji redlnost vyuZiti ¢asné ge-
neralisace infekce u oslabenych zvitfat k rychlé
diagnostice.

Pouzitim umeéle oslabenych zvirat se v tako-
vém ptipadé dosdhne piredevsim rychlého a pri-
tom selektivniho pomnoZeni vysoce patogennich
zarodku. Bandlni saprofytni mikroby v mnoZstvi,
ktera prichazeji v ivahu ve vzorcich z prostiedi,
jsou totiz i oslabenym organismem rychle nice-
ny a nerozmnozuji se v ném. Kromé toho pato-
genni mikroby, které se mohou v prostredi na-
chazet v netypickych formach (napf. jako spory
nebo jako lyofilisovany material), pasazi na zvi-
Feti nabyvaji pravidelné typickych vlastnosti.
Ucinnost biologické zkouSky je tak spojovana
predevSim s vlastnosti, kterd ma pro epidemio-
loga rozhodujici vyznam, totiZ s patogenitou.

V provedené praci bylo hlavnim tdkolem vy-
pracovat zplisob pouZiti oslabenych zvifat. Otaz-
ka rychlé identifikace zdrodku v organismu ne-
byla vlastnim tkolem préace. Proto jsme se ome-
zili na pouziti obyéejné mikroskopie, v nékte-
rych pripadech doplnéné metodou zrcadlovych
otiskll podle Bermana. Pfi této metodé se orga-
nové fezy otisknou na agarovou pidu a po 3 az
4 hod. kultivace se provede ,zrcadlovy“ otisk
z této plidy na podlozni sklicko. Specifiénost na-
lezi byla ve vSech pripadech ovérovdna kulti-
vaci organovych suspensi nebo hemokultur. Pro
Gcely rychlé diagnostiky by bylo jisté nejvyhod-
né;jsi pouziti fluorescenénich sér. Na tomto tiko-
lu se nyni pracuje.

Prakticka pouZitelnost oslabenych zvirat za-
visi dale na zachovani specifiénosti klinického
a patologicko-anatomického obrazu. Nami po-
uzivané modelové infekce nebyly zcela vhodné
pro sledovani této otdzky. Nékterd pozorovani
je vSak presto mozZno uvést.

V pokusech s botulinickym toxinem byl ty-
picky obraz parés zachovan Uplné. Pokud jde
0 pouzité bakterialni infekce, je pro né vcelku
charakteristicky obraz hemorrhagické sepse.
U oslabenych zvifat byly priznaky (hemorrhagie
v uzlindch, injekce podkoznich cév apod.) vSe-
obecné slabéji vyjadieny. Zcela chybéla septicka
reakce sleziny, ktera byla naopak silné atrofic-
ka, zmenSena. Na druhé strané takové. ptiznaky,
jako tvorba huspeninového ascitu u mysSi, infi-
kovanych intraperitonedlné zirodky anthraxu
nebo tvorba drobnych Sedobilych nekrotickych
lozisek ve sleziné po infikovani Past. pestis, byly
u oslabenych zvifat pozorovany zcela pravidelné
v charakteristické formé. S nazory nékterych
autord,Ze se v oslabeném organismu infekce Si¥i
zcela volné, bez jakychkoli obrannych reakci ze
strany organismu a tedy i bez typickych klinic-
kych a anatomickych pfiznakl, nemiZeme sou-
hlasit. I kdyZ anatomické zmény skutecné jsou,
dik potlaceni zanétlivych reakci, vyjadreny sla-
béji, jejich charakter je vcelku zachovan. Mimo-
to masivni nahromadéni patogennich mikrobt
v krvi a orgdnech , dosahujici zcela neobvyklé-
ho stupné, bakteriologickou diagnostiku naopak
velmi usnadiuje.

Koneéné posledni otdzkou spojenou s pouZitim
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oslabenych zvirfat je charakter a frekvence
komplikaci vzniklych v dasledku celkového sni-
zeni resistence organismu.

PredevSim kortison v davkach nutnych pro
dostatec¢né zvySeni vnimavosti k infekci ma to-
xicky Gcinek. Jeho projevem je smrt €asti po-
kusnych zvifat, po¢inaje 5. az 7. dnem od apli-
kace hermonu. Podle velikosti davky kortisonu
po 10 dnech hyne az 50 % oslabenych zvitat.

Tato komplikace nevadi praktickému pouZiti
oslabenych zvirat pfi splnéni dvou zdkladnich
predpoklad® prace s nimi: za prvé je nutné mit
vZdycky zvifata Cerstvé pripravena kortisonem,
a za druhé sama smrt pokusnych zvifat nemuize
byt rozhodujicim diagnostickym priznakem;
diagnosa musi byt v kazdém pripadé potvrzena
isolaci kultury. Vyjimkou je jen diagnosa botu-
lotoxinu, kdy klinicky obraz je natolik jasny a
jednoznacny, Ze pri¢inu smrti neni nutné dale
ovérovat.

Daéle asi u 30 z vice nez 1000 oslabenych zvi-
Fat, pouzitych v naSich pokusech, doSlo k poru-
Seni sterility vnitfnich organi a krve v dusledku
rozmnoZeni bandalni stfevni mikrofléry. Tato
komplikace, Casto zdarazriovand v literatufe, se
tedy vyskytuje v méné nez 3 % a nemiize byt
vaznou prekazkou.

Nejzavaznéjsi je podle naSich vysledku G¢inek
oslabeni kortisonem na aktivaci latentni infek-
ce. Setkali jsme se s nim ve tfech pokusech.
Ve dvou Slo o latentni infekci zplisobenou S.
newport, v jednom byla vyvolana S. typhi mu-
rium. Ve vSech piipadech uz béhem 1. dne po
aplikaci kortisonu doslo k intensivnimu roz-
mnoZeni salmonel v organech, pfiCemz vlastni
experimentalni infekce se rozvijela velmi slabg,
v nékterych pripadech byla zcela potladena. Po-

kus sanovat mySi s latentni infekci podavanim
in vitro vysoce Géinnych antibiotik byl naprosto
bezispésny.

Prace se zvifaty z provéreného kontrolova-
ného a naprosto zdravého chovu je tedy posled-
ni zakladr® nodminkou jejich Gspésného pouziti.

Zavéry

Biologicky test na bilych mySich uméle osla-
benych kortisonem dovoluje detekci minimal-
nich kvant mikrobd druhu Past. pestis, B. an-
thracis, Klebs. pneumoniae a také botulinického
toxinu b&hem 12—24 hodin. Pokud jde o bak-
terialni infekce, nejefektivnéjS$im zplsobem po-
uZiti oslabenych zvirat je vyuziti zmén v dyna-
mice rozmnozovani patogennich mikrobu, ze-
jména rychlého néstupu generalisace infekce,
provazené masivni bakteriémii.

Hlavnimi pfednostmi této metody je jeji vy-
soka citlivost, pomérné Siroky diagnosticky roz-
sah, a to, Ze je zalozena na vyuziti z epidemiolo-
gického hlediska nejdalezitéjsi vlastnosti in-
fekéniho agens — vysoké patogenity. Pro tyto
své vlastnosti je metoda vhodna zejména k de-
tekci infekénich aerosola.

Zakladnim predpokladem uspé$ného pouziti
oslabenych zvifat k rychlé diagnostice je prace
se zvifaty z kontrolovaného zdravého chovu.
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