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BIOLOGICKÝ TEST NA UMËLE OSLABENŸCH ZVÍŘATECH A MOŽNOSTI JEHO POUŽITÍ
KE SPECIFICKÉ DETEKCI INFEKČNÍCH AEROSOLÙ*)

Major ScC. MUDr. Jiří FRANĚK

V Systému protiepidemického Zabezpečení
vojsk má prvořadý význam Ochrana proti infek-
cim, které se šíři vzduchem. Vyplývá to Z ně-
kterých Zvláštnosti vzdušného mechanismu pře-
nosu. Patří k nim především to, že aerogenní
cestou se může šířit mimo tzv. kapénkové in-
fekce i celá řada dalších, mezi nimi i vysoce
nebezpečné, jako mor, anthrax, tularémie, bru-
cellosa, malleus a mellioidosa, ornithosy, žlutá
Zimnice a jiné. Přitom inhalační mechanismus
infikováni je vysoce efektivní. Jak ukázaly ex-
perimentálni práce např. S B. anthracis, aero-
genni infekce je asi lOOOkrát nebezpečnější než
alimentární infekce (J. Barnes, 1948). Podobné
výsledky byly získány v různých pracích S botu-
linickým toxinem. Tento toxin je při proniknutí
do organismu inhalační cestou asi stejně ne-
bezpečný jako při podkožní aplikaci. Ve srov-
nání S přirozeným alimentárnim mechanismem
se nebezpečí intoxikace zvyšuje několik tisic-
krát (L. Fothergill, 1958; A. Jakovlev, 1958). Ko-
nečně význam vzdušného Způsobu šíření infek-
ce je Zvyšován i neobyčejnou jednoduchosti to-
hoto přenosu a universálností vzduchu jako fak-
toru přenosu. Proto právě timto způsobem mo-
hou být postiženy v krátkém časovém úseku
velké kolektivy. A proto také k infekčním aero-
Solům opakovaně obracejí pozornost američtí
specialisté pro přípravu bakteriologické války.
(T. Rosebury,1949; A. Wedum, 1956; L. Fot-
hergill, 1958).

Účinnost protiepidemických opatření Závisí
Zejména při umělém použití infekčních aerosolů

.*) Předběžné sdělení, přednesené na konferenci VLVDÚ
v říjnu 1959. -

na včasné detekci infekčního agens ve vzduchu.
Úkol takové detekce je ovšem velmi obtížný.
Jak vyplývá z uvedených Zvláštnosti aerogenni-
ho přenosu, metody detekce musi Splňovat ně-
kolik velmi důležitých požadavků. Především
musi umožnit Zjištění přítomnosti celé řady vy-
soce patogennich zárodků (baktérii, rickettsií
i virusů) a také botulinického toxinu ve vyše-
třovaném vzorku. Protože aerogenni způsob
infikováni je neobyčejně účinný, mohou být
Z epidemiologického hlediska nebezpečná i malá
kvanta Zárodků a toxinu. Proto druhou vlast-
ností metod Specifické detekce musi být vysoká
citlivost. A konečně třetím požadavkem je sa-
mozřejmě rychlost vyšetření.

Otázky spojené S detekci infekčních aerosolů
se tedy dotýkají dvou Základních problémů: pře-
devšim je třeba Získat dostatečně velké vzorky
vzduchu, při maximální Záchytnosti částic men-
ších než 5 mikron (které jsou nejnebezpečnějši
fázi aerosolů). Jak Známo tento úkol je dnes
vcelku úspěšně řešen např. použitím rozpust-
ných želatinových filtrů nebo některých aparátů
typu impingerů. Za druhé je nutno vypracovat
vysoce citlivou a rychlou metodu bakteriologic-
ké diagnostiky s co nejširším diagnostickým
rozsahem, což bylo úkolem i naši experimentální
práce.

Její těžiště bylo v rozpracováni zrychlené
diagnostické metody s použitím uměle oslabe-
ných Zvířat. K zeslabeni obranných mechanismů
byl' používán kortison. Ve Srovnání s druhými
Soudobými způsoby Zvyšování vnimavosti k in-
fekci, jakým je např. ozáření rtg. paprsky nebo
aplikace Zymosanu, kortison nejlépe vyhovoval



114 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY Ročník XXIX, č. 5, 1960

Z několika důvodů. Především jde o továrně vy-
ráběný preparát, poměrně Standardní a v našich
podmínkách dosažitelný. A Za druhé, dík roz-
Sáhlému použití kortisonu v klinické praxi a
velké pozornosti, která mu byla v posledních le-
tech věnována v experimentální medicíně, byl
tento hormon všestranně prozkoumán. Při Stu-
diu komplikací, které mohou vzniknout při jeho
léčebném použití, bylo v pokusech S různými
Zárodky na různých laboratorních Zvířatech
opakovaně dokázáno, že kortison v určitých dáv-
kách podstatně Snižuje resistenci organismu.
Byly dostatečně podrobně objasněny mechanis-
my jeho účinku a také patologicko-anatomické
a patologicko-fysiologické změny nastávající pod
jeho vlivem v organismu. Tím vším byly vytvo-
řeny předpoklady pro použití kortisonu k vy-
pracování praktické diagnostické metody, což
bylo ovšem spojeno s vyjasněním řady nových
Specifických otázek. K nim patří zjištění podmí-
nek Zabezpečujících maximální účinnost korti-
Sonu jak na Zvýšení vnímavosti Zvířat k infekci,
tak na Zrychlení infekčního procesu. Dále je to
otázka Změn v dynamice rozmnožování patogen-
ních mikrobů v oslabeném organismu, zejména
v počátečním období rozvoje infekce. Další otáz-
kou je Zachování Specifičnosti klinického a pa-
tologicko-anatomického obrazu u Zeslabených
infikovaných Zvířat. A konečně podstatný vý-
Znam pro ocenění praktické použitelnosti me-
tody má Sledování komplikací, které mohou
vzniknout při práci na oslabených Zvířatech.

Metody

Práce byla provedena na bílých myších o váze
16-18 g (jednak Z farmy Tábor — kmen ,,H“,
jednak Z chovu Vojenské lékařské akademie
v Leningradě). V hlavních pokusech byla zvířata
infikována kmenem Klebsiella pneumoniae, pa-
togenním pro bílé myši, který sloužil k vyvolání
modelové vysoce nebezpečné infekce. V jednot-
livých pokusech byly myši infikovány kmeny
Past. pestis a B. anthracis z živých vakcín so-
větské výroby. Jak známo, tyto živé vakcíny
zachovávají částečně patogennost pro labora-
torní Zvířata. Konečně část pokusů byla prove-
dena S botulinickým toxinem typu A.
ˇ Hormon, kortison acetát belgické výroby, byl

aplikován v různých dávkách, pravidelně pod-
kožně.

Koncentrace bakteriálních suspensî byla mě-
řena srovnáním S optickými Standardy pro výro-
bu vakcín a ověřována kontrolními výsevy na
agarové půdy.

Příčina Smrti byla u všech oslabených Zvířat
prověřována bakteriologickým vyšetřením orgá-
nů.

Výsledky

Pokusy potvrdily Z literatury Známé údaje
o tom, že aplikace kortisonu podstatně Zvyšuje
vnímavost Zvířat k infekci. Tuto obecnou před-
stavu o účinku hormonu se podařilo upřesnit

tím, že byla sledována kvantitativní stránka
otázky, tj. Závislost účinku kortisonu nejen na
dávkování samého preparátu, ale i na velikosti
infekční dávky mikrobů. Poslední faktor má
podstatný význam. Jestliže totiž oslabené myši
infikujeme dávkou absolutně letální pro normál-
ní myši, pak průběh infekčního procesu Zvířat
v obou Skupinách se liší jen nepatrně (obr. 1).
Se snížením infekční dávky vzrůstá význam
oslabení. Zatím co ve Skupinách kontrolních
myší postupně narůstá počet Zvířat, která pře-
žívají, u oslabených pozorujeme Stále vysoké
procento uhynulých. Přitom rychlost průběhu
infekce se u oslabených Zvířat neZmenšuje buď
vůbec, nebo jen nepatrně (obr. 2).

Tyto výsledky Se Zákonitě opakovaly v růz-
ných pokusech neZáviSle na tom, Zda byly myši
infikovány kmenem Klebs. pneumoniae, Past.
pestis, B. anthracis nebo botulinickým toxinem.

Ve všech pokusech byla Zvířata oslabena pře-
dem vytitrovanou dávkou kortisonu, Zabezpeču-
jící jeho optimální efekt. Byla to dávka 11,5 mg,
aplikovaná po částech postupně 48, 24 a asi
1 hodinu před infikováním.

Umělé oslabení kortisonem tedy může mít
podstatný význam v těch případech, kdy vy-
šetřovaný materiál obsahuje minimální množ-
Ství hledaných patogenních zárodků; přitom Se
uplatní především účinek na Zvýšení vnímavosti
k infekci. Pokud jde o Zrychlení infekčního pro-
cesu, není tak velké, aby stačilo požadavkům
kladeným na metody Specifické detekce.
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Obr. 1. Účinek kortisonu na průběh experimentální infekce, 'vyvo-
lané u bílých myší aplikací absolutně letální dávky Klebsiella

pneumoníae
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Obr. 2. Účinek kortisonu na průběh experimentální infekce, vyvo-
lané u bílých myší aplikaci subletálnı' dávky Klebsiella pneumoniae

Pro Vlastní Zrychlení diagnostiky může mít
daleko větší význam účinek kortisonu na dyna-
miku rozmnožování patogenních mikrobů v or-
ganismu oslabených Zvířat. Ukázalo Se totiž, že
je u nich podstatně zkráceno počáteční období
latence v rozvoji infekce. Daleko dříve než u nor-
málních Zvířat Začíná intensivní rozmnožování
mikrobů v některých orgánech (Zejména ve Sle-
zině) a velmi brzy nastupuje generalisace in-
fekčního procesu, která se projevuje masivní
bakteriémií. V pokusech S kmenem KlebS. pneu-
moniae v dávce asi 10 OOOkrát menší než LD50
pro normální zvířata, aplikované podkožně, byla
generalisace opakovaně dokázána u více než po-
loviny pokusných Zvířat ke konci prvního dne
po infikování a u všech do 48 hodin.

U kontrolních Zvířat byla bakteriémie nachá-
Zena až v premortálním Stadiu, tj. i po infiko-
vání dávkami podstatně vyššími, ne dříve než
ke konci 5. až 4. dne.

Jak ukázaly později pokusy pracovníků Proti-
morového ústavu v Rostově na Donu, stejné
Změny v dynamice rozmnožování nastupují
u zvířat infikovaných vysoce virulentními kmeny
Past. pestis a Past. tularensis. V obou případech
je možné u oslabených zvířat mikroskopicky
dokázat masivní rozmnožení mikrobů v orgá-
nech už asi Za 14 až 18 hodin po infikování jed-
notlivými mikroby. Přitom oslabená Zvířata hy-
nou poměrně pozdě, po několika dnech,vzhru-
ba Stejných intervalech jako kontrolní. Tyto
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pokusy, provedené v laboratoři prof. Drožev-
kiny, plně potvrzují reálnost využití časné ge-
neralisace infekce u oslabených zvířat k rychlé
diagnostice.

Použitím uměle oslabených zvířat se v tako-
vém případě dosáhne především rychlého a při-
tom Selektivního pomnožení vysoce patogenních
Zárodků. Banální Saprofytní mikroby v množství,
která přicházejí v úvahu ve vzorcích Z prostředí,
jsou totiž i oslabeným organismem rychle niče-
ny a nerozmnožují Se v něm. Kromě toho pato-
genní mikroby, které Se mohou v prostředí na-
cházet v netypických formách (např. jako Spory
nebo jako lyofilisovaný materiál), pasáží na Zví-
řeti nabývají pravidelně typických vlastností.
Účinnost biologické Zkoušky je tak spojována
především s vlastností, která má pro epidemio-
loga rozhodující význam, totiž S patogenitou.

V provedené práci bylo hlavním úkolem vy-
pracovat způsob použití oslabených Zvířat. Otáz-
ka rychlé identifikace Zárodku v organismu ne-
byla vlastním úkolem práce. Proto jsme se ome-
Zili na použití obyčejné mikroskopie, v někte-
rých případech doplněné metodou zrcadlových
otisků podle Bermana. Při této metodě se orgá-
nové řezy otisknou na agarovou půdu a po 5 až
4 hod. kultivace se provede „Zrcadlový“ otisk
Z této půdy na podložní sklíčko. Specifičnost ná-
lezů byla ve všech případech ověřována kulti-
vací orgánových suspensí nebo hemokultur. Pro
účely rychlé diagnostiky by bylo jistě nejvýhod-
nější použití fluorescenčních sér. Na tomto úko-
lu Se nyní pracuje.

Praktická použitelnost oslabených zvířat zá-
visí dále na Zachování Specifičnosti klinického
a patologicko-anatomického obrazu. Námi po-
užívané modelové infekce nebyly Zcela vhodné
pro sledování této otázky. Některá pozorování
je však přesto možno uvést.

V pokusech s botulinickým toxinem byl ty-
pický obraz parés Zachován úplně. Pokud jde
o použité bakteriální infekce, je pro ně vcelku
charakteristický obraz hemorrhagické sepse.
U oslabených Zvířat byly příznaky (hemorrhagie
v uzlinách, injekce podkožních cév apod.) vše-
obecně Slaběji vyjádřeny. Zcela chyběla septická
reakce sleziny, která byla naopak silně atrofic-
ká, Zmenšená. Na druhé straně takové, příznaky,
jako tvorba huspeninového ascitu u myší, infi-
kovaných intraperitoneálně Zárodky anthraxu
nebo tvorba drobných šedobílých nekrotických
ložisek ve Slezině po infikování Past. pestis, byly
u oslabených Zvířat pozorovány Zcela pravidelně
v charakteristické formě. S názory některých
autorů,že se v oslabeném organismu infekce šíří
Zcela volně, bez jakýchkoli obranných reakcí ze
Strany organismu a tedy i bez typických klinic-
kých a anatomických příznaků, nemůžeme sou-
hlasit. I když anatomické změny skutečně jsou,
dík potlačení Zánětlivých reakcí, vyjádřeny Sla-
běji, jejich charakter je vcelku zachován. Mimo-
to masivní nahromadění patogenních mikrobů
v krvi a orgánech , dosahující zcela neobvyklé-
ho Stupně, bakteriologickou diagnostiku naopak
velmi usnadňuje.

Konečně poslední otázkou Spojenou S použitím
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oslabených Zvířat je charakter a frekvence
komplikací vzniklých v důsledku celkového Sní-
žení resistence organismu.

Především kortison v dávkách nutných pro
dostatečné Zvýšení vnímavosti k infekci má to-
xický účinek. Jeho projevem je Smrt části po-
kusných Zvířat, počínaje 5. až 7. dnem od apli-
kace hormonu. Podle velikosti dávky kortisonu
po 10 dnech hyne až 50 O/O oslabených Zvířat.

Tato komplikace nevadí praktickému použití
oslabených Zvířat při Splnění dvou základních
předpokladů práce S nimi: Za prvé je nutné mít
vždycky Zvířata čerstvě připravená kortisonem,
a Za druhé Sama smrt pokusných Zvířat nemůže
být rozhodujícím diagnostickým příznakem;
diagnosa musí být v každém případě potvrzena
iSolací kultury. Výjimkou je jen diagnosa botu-
lotoxinu, kdy klinický obraz je natolik jasný a
jednoznačný, že příčinu smrti není nutné dále
ověřovat.

Dále asi u 50 z více než 1000 oslabených Zví-
řat, použitých v našich pokusech, došlo k poru-
šení Sterility vnitřních orgánůakrvevdůsledku
rozmnožení banální Střevní mikroflóry. Tato
komplikace, často Zdůrazňovaná v literatuře, se
tedy vyskytuje v méně než 5 O/O a nemůže být
vážnou překážkou.

Nejzávažnější je podle našich výsledků účinek
oslabení kortisonem na aktivaci latentní infek-
ce. Setkali jsme Se S ním ve třech pokusech.
Ve dvou šlo o latentní infekci Způsobenou S.
newport, v jednom byla vyvolána S. typhi mu-
rium. Ve všech případech už během 1. dne po
aplikaci kortisonu došlo k intensivnímu roz-
množení salmonel v orgánech, přičemž vlastní
experimentální infekce Se rozvíjela velmi Slabě,
v některých případech byla zcela potlačena. Po-

kus sanovat myši s latentní infekcí podáváním
in vitro vysoce účinných antibiotik byl naprosto
bezúspěšný.

Práce Se zvířaty z prověřeného kontrolova-
ného a naprosto Zdravého chovu je tedy posled-
ní základrí podmínkou jejich úspěšného použití.

Závěry

Biologický test na bílých myších uměle osla-
bených kortisonem dovoluje detekci minimál-
ních kvant mikrobů druhu Past. pestis, B. an-
thracis, Klebs. pneumoniae a také botulinického
toxinu během 12-24 hodin. Pokud jde o bak-
teriální infekce, nejefektivnějším Způsobem po-
užití oslabených zvířat je využití změn v dyna-
mice rozmnožování patogenních mikrobů, Ze-
jména rychlého nástupu generalisace infekce,
provázené masivní bakteriémií.

Hlavními přednostmi této metody je její vy-
Soká citlivost, poměrně široký diagnostický roz-
Sah, a to, že je Založena na využití Z epidemiolo-
gického hlediska nejdůležitější vlastnosti in-
fekčního agens — vysoké patogenity. Pro tyto
své vlastnosti je metoda vhodná Zejména k de-
tekci infekčních aerosolů.

Základním předpokladem úspěšného použití
oslabených Zvířat k rychlé diagnostice je práce
se Zvířaty Z kontrolovaného zdravého chovu.
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