
ROČNÍK LVI, 1987, Č. l VOIENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY 29

616.34-002-036.22.'576.858.°613.67

NEKULTIVOVATELNÉ VIRY VELIKOSTI 27 NM V EPIDEMII SUBFEBRILNÍ GASTROENTERITIDY
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V flněıkolika předchozích Sděleních jsme refe-
rovali 'o 'nálezu Zcela lneoblvy“.kılýc›h nebo dosud
málo dıiaginost'ikowanýcłh původců h›r“o›mad‹ný`CľI
Střevních onemocnění, které Se podařilo Zachy-
tit u útvarů ČSLIA 'Za 'užití speciálních labora-
torních postuıpů š-irší diagnostiky, překračující
rámec vžžitého stereotyıpu S'al'monela — shi-
gala.

Mezi pofpsanými .půflvodci ezpidemií byl např.
eflnvterotoxzígenní Efn'terobacter clošacae [10] a
Campylfobacter jej'uıni [11], které nebyly před-
tim v ČSSR Zachyceny. jako další neobvyklé
půıvod-ce jsme v ramci Studia Soudobé epide-
miologie střevıních náıkaz nalezli :anaerobní
k'lıostrıidvifa, e'nıtfleroinflvaˇzíıvní a enterotoxigeınní
E. coli, citrobaık'tery a yersinie [13, 14, 20].

V případě dalších dıvou epidemií, Z ınichž
jsme jednu rovınéž Ipoıpısali [14], Zůsfltalža inıter-
fl'pretace roZp-ačitá 'vzdor současnému Zaměření
.na enteropatogenní viry. Výsledek Se dostaıvil
teprve v poslední lnedávné epidemii, jejíž popis
předıkzládáøme jalko další doklad, že Se vyúpzl'atí
vytrvale pátrat po „nových“ půıvzodcíıch hro-
madných Střevrních onemocnění, a ıpostužpıně tak
vyplňovat mezery ve Znalostech soudıoìbé epi-
demiologie těchlto Zdravotně i ekonomicky vý-
Znamných nážkaZ.

Použité metodiky

Při Zaměření na širší okr-ušh půzvflodců jsme
vedlle 'kilasicákýoh ku'ltivačních postuıpů užízvali
též speciální Xtechniky pro Záchyt méıně obvyk-

lých a „nových“ bank-térií. K Záchytu enn'teroztžo-
xigenního Stafylokoka Sloužil Selektivní Chap-
m'anůfv agar, pro Bacillus cereq krev'ní fag'avr
S diskem polymyx-inu B, pro Yersinia enteržo-
coliiica pak vpar'afllelıní kultivace při pokojové
a chladnič'kové teplotě včetně opracování KOH
[21].

Ialko výchozí materiál pro anaerobní a mik-
vroaeroˇf'ilní kultivaci Sloužily vzorky .nativní
stolice. Selektivní kultivaci ka'mpylfobakterů
jsme popsalfli na jiném místě [9], kultivaci
C-.lostridium perfringens jsme moditťi'kovťali ıv 'od-
Sá'tých Zazvařzovıacích Sıklenicích s pyrogżalˇložlem
pvředıpvlfněıných C02. K Îb‘ltiîËËÎ diferenciaci Slżoužlil
reverzní CAMP test [7].

Zvláštní pozornost jsme věnovali 1aktó`Za-“po-
Zitivżníım kmenům E. coli. Kmenové individua
jsme .Se snažili dlivferencovat .podle .odlišného
Zk'vašování Salvici'nu, duloitu :a Sacharózy do 8
různých „biżotyrpů“ ozınačoıvžˇa'ných kódem 0-7
[12] 1a podle Sérotypu. Prevžalvující kmeny byly
vyšetřovány na enterotoxligenitfu S užitím Stabi-
lizované buněčné linie Y1 derivované z nádoru
myší nzaldlešdıvrinlky dle .DQĹľlty fa zsıpo'l. [4].

InvašZivitu zachycených bavkteriá'lních km-e-
nů jsme vyšet-řoflvalvi Sere'nyhào testem [19].

S flvyužitílm Ziku'še'ností publikovaných Har-
risem [8] jsme hledali mikroskopicky leukocy-
ty ve vzorcích 'nativní Stolıice, které byly bar-
veny podle Giexmsy [korprzoleuıkogrfam]

Prefpaıráty .pro vyhledávaní cyst Giafrdia in-
tefstinaxli-S byly Zıhotoıvožvány nez>krácenou Faus-
tovou flotační technikou [5].
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Iımfluınoelektronmiıkros'kopioké vyšetření. EX-
trak'ty .stolic jsme připravovali Z 200/0 suspen-
Ze v PBS centrilfugací 30 min při 10 000 otáč-
kách [I'anetzlki 24), .Smíšeníım stejného dílıu Su-
.pernatanžtu S Freonem 113, p-rotřepáním, další
cenłtrifiugací 30 min při 10 000 Otáčıkách, smí-
šením Supernatantu S PEG 6000 [0,8gn-a 10 ml).
Po uložení při 40 °C přes ınofc jsme lcen'trizfu-
govali 20 min :při 4000 otáčkách. Sediment byl
res'uspeındován v 0,25 mil destilované vody, Cen-
tri'fugován 5 .min při 2000 otáčkách a superına-
tant vzat k Vlastnímu imunoelektronmvi'krosıko-
picıkému vyšetření. 0,2 ml takżto připraveného
extrakıtu byzlo i'nkruřbováno Se stejným dílem
krevního Séra téhož nemocného Z akutní nebo
rekonvalescentní fáze onemocnění. Séra byla
ředěna 1 : 100 ve lÍžostá'tovém fyżziofl'logickém roz-
toku [pH 7,2]. Vzorky byžly inlkubová'ny 1 ho-
dinu při 37 °C a ,poté přes noc při 4 °C. Po cen-
trifiugaci při 25 000 otáčkách po dobu 90 minut
byly sedimenty -resuspenıdovány v několika
kfapkách destilované vody ra naneseny na elek-
tronmikrosko-pioké Sít'lky. Preparaty 'byly nega-
tivně obzarveny 20/0 Íosfowo'liramanem drasel-
ným [pH 7,0] a hodnoceny v elektronovém
mikroskopu IEDL 100 CX-II při urychılovflacím
napětí 80 ıkV. ,

Suspenze stolic byly rovněž vyšetřeny tes-
tem ELISA, B'izoveta [lJv-anovice na Hané] me-
todikou doporučenou v Setu pro průıkaz rota-
virového 'anltigfenu ve stolici.
__Dvoji-ce sér 'byly dále využity k sér.ologioké-

muV Vyšetření. `
V komplement-.fixačním testu byl použit jako

anˇtigen rotavirový kmen SA 11 pom'n'ožený na
buňškách MA —- 104, koncentrovaný a pur-iiiıko-
vaný. jako kontrolní pozitivní Séra Sloužøila
morčecí hyperimlunní séra vlastní výroby.

' V neutrˇalži-.Z'ačním mikro-testu byly použity
~následující enterovirové anžtigeny: CB 1—5,
E 1—2, 4—9, 11, 20, 24, 25, 30, EV 71, CA 9 a
poliovičry. Podrobnosti jsou uvedeny v práci Da-
neše a Spol. [3].

Výsledky

Hromadné onemocnění proběhlo u posádky
v K. ve dnech 15.1.—19.1. 1985. Celkem one-
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Obr. 1. Epidemie v posádce K -graf incidence

mocnělo 51 osob, což představuje 7,3 O/0 expo-
novaných [obr. 1).

Nemocní uzdával-i tlak nebo křeče V epigas-
triu 4a Zhruba 2 dny trvající průjmy bez krve a
hlenu. Asi 40 0/o mělo teplotu kolem 37,5 OC,
čtvrtina udávala nauzeu, někteří Zvraceli.

Vzdor podırobnému epidemiologiokému še-
tření Se nepodařilo odhalit zdroj ani vehiku-
lum nákazy, nebyla vyznačena ohniskovost vý-
skyłtu dle ubytování či stravování.

Lze tedy charakterizovat uvedenou epidemii
jako Subtebriılní gastroenˇterìtidu s nahodilým
přenosem nákazy od osoby k oso'bě.

Mikrobiologické vyšetření

Od nemocných bylo Získáno celkem 9 vzor-
ků nativní Stolice a 19 .vý'ıtěrů na deoxycholá-
tovýflch tampónech a dále 9 akutních a 11 re-
konvalescentníflch sér. Interval mezi odběry Sér
činil 28 dní.

Výsledky bakteriıologifcké kultivace provede-
né ru'ti'nními postupy a dále v pojetí širší dia-
gnostižky byly vesměs negativní. Několik kme-
nů podmíněně patogenních příslušníků čeledi
Enıtero'bˇacteri'aceae [›he'mo1ytioké varianty E.
coli, pr-ev'alu jící bviotyp laktéZa-pozitivního E.
coli, laktózZa-pozitivní citrobaktery] ìbylo po-
drobeno vyšetření na produkci termolabilníiho
enterotšoxinu na tkáňo'výıch kulturách Y1 [pro-
veden-o dr. Šnejdarem, VÚHEM). Žádný ztesto-
vaných kmenů neprodulkoval enterotoxin.

Koproleu'kogram byl .vesměs negativní Stejně
jako parazitologické vyšetření nativních' Stolic
zaměřené na cysty giardií.

Vzhledem k nedostatku jakýohzkoli stop po
Vbakterìáálním agens jsme věnovali mimořádnou
pozornost virologickému vyšetření.

Kultivační vyšetření provedené pracovníky
virologiokého oddělení VÚHEM bylo Vesměs
negativní. '

Iflmlu-noelektronmikroskopické vyšetření ex-
traktů Stolic od 6 pacientů po inkubaci S re-
konvalescentními séry prokázalo ve 2 přípa-
dech 'pří'tomnost imunoagregátů virů'm podo'b-
ných partiıkulí veliškosti 27 nm. V imunoagre-
gátech bylo přítomno 5—15 částic spojených
mˇorfologicky Zřetelnými můstky protilátek
[obr. 2). I'n›k\ubˇace se séry Z akutní fáze one-
mocnění dala negativní výsledky.

Výsledky vyšetření Stolic na přítomnost ro-
tˇavi'ršového antigenu testem ELISA, Biove-ta by-
lo negativní. Reakcí vazby komplementu neby-
ly prokázány vzestupy t-itrů protilátek proti ro-
tˇavirům. Zjištěné titry byly velmi nízıké.

Neutralizačním mikrotestem byl zjištěn u jed-
noho Z pacientů sig-nifikantní vzestup protilá-
tek [z 1: 8 na 1: 16] proti coxSackie viru B3
a současně nesigniàfiıkantní vzestup proti cox.
B4. Nález považujeme Za doklad aktuální in-
fekce coxsaokievirem u jednotlivce, avšak Za
nález s velmi nepravděpodo'b'ným vztahem
k etiologii epidemie průjmo'véhzo onemocnění.
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Obr. 2. Imunoagregát Norwalk —— like viru po inkubacı'
S lidským rekonvalescentním Sërem. Negativnë barveno

2% kyselinou josfowoliramouou, Zvětšeno 200 000kráıL

Diskuse

Zprávy o uplatnění nekultivovatelıných virů
velikosti Vasi 27 nm se objevují V USA od rok-u
1979 [1, 6, 16, 18, 22] pod označením Norwalk,
Hawai, W-Dťirtschlizng ›ˇ[„wi.n›ter vom-itin-g dise-
ase“], Osflhirżo, Norwalk-lilke [„snow mount-am
d“isea'sfe“) apod. VZihled'em k antigenním odliš-
nostem Se osvědčil imuınoelektro'nnmikrzoskopic-
lký průk'aZ vvìırlových agregátů v e'xtrˇaktech sto-
lice ilnaktub'ovrajnÿich S rekonvˇalfescentními Séry.

V klinickém obraze převládá teplota 38°C
[v 49-63 0/0], nauvZea .za zvracení [v 81-85 0/0]
a pırůjem [65-84 0/0] S některými celkovými
příznaky. Následuje spontánní úzdrava a rych-
lá rekonvalescence.

Většifnou šlo o vodıní epidemie [pitná voda
či koupání v bˇazén'ech] S výskytem Sekiučnzdár-
ních k'onıtakıtů. Inkubační doba Se udává v me-
Zích od 18 do 48 lhodıiln. V USA bylo retrospek-
tivně toto ragens obviněno Z účasti na větším
počtu [asi třetině] 1bakıteriologic`=ky negativ-
ních epidemii Í'eb'rfilıní gastroen“terišt‹idy.

Naše epidemie nebyla Svou klinicko-epide-
miologickou charakteristikou v rozporu S výše
popsanýml rysy hromadných onemocnění vyıvo-
laných viry velikosti 27 nm. Přestože jsme je
Z'achyıtili jen ve dvou Ze šesti vyšetřených vzor-
ků, Svědčí pro jejich e'ti-Ol'ogiokou účast nega-
tivní nálezy při užití Sér Z akutního Stıadia one-
mocnění a nedostatek jakýchkoli Stop po bak-
teriálním agens vzdor užití již osvědčené širší
diagnostiky Soudobých původců Střevních ná-
kaz.

V této souvislosti nelze opominčout Zmínku
'o jiné naší recenfltní epidemii Íebrilní gastroen-
teritidy Z lézta 1984, kıdy jsme vzdor obdobné-
mu úsilí nenalezli žádné bakteriální 'age'ns a
ižmflunoelekıtronımikr'oskopické vyšetření vyızzně-
lo negativně. Iıiž tehdy jsme pojàali podezření,
že by mohlo jít o nepoznanou vzirovou Záleži-

tost, a čekali na novou Apříhodu obdobného
charakteru, která by by-la podrobena rozšíře-
nézmru vyšetření. '

jediıný .nález viru velikosti 27 nm, p-uıblikovfa-
ný u nás již dříve, pochází od Brůčkové aj. [2].
Nebyla však vyloučena eventuální účast někte-
rého Ze širší palety bakteriálních agens a virus
byl —— V rozporu S literárními údaji —- kultivo-
vatelný. -

Na našem pracovišti jsme nedávno vyšetřili
velkou Sestavu 515 hospitalizovažných pacientů
a Zjistili 33,5 0/0 Oblzigátních patogenů a 17,8 0/0
„ınových agens“ vázaných na Speciální postupy
širší diagnostiky [15]. Vedle toho však oprav-
ňoval Vysoký podíl podmíněných patogenů
[38,1 0/0], jejichž etiflologická role je u spora-
dických onemocnění velice často problematic-
ká, a dále 10,7 0/0 nálezů fyziologické'flóry
k představě, že řada těchto onemocnění mohla
být ve Skuttečnosti vyvolán'a viry. To je ve vzta-
hfu k nekultivˇoˇvatelıným virům Zvlášť naléhavé
pro případy neo-bjiasně'né feblr'ilní gastroenteri-
tidy. Trato naše epidemie se zdá jen pod-poro-
vat již vyjádřené předsevzetí [14], že ıbude tře-
ba v rámci výzkumu soudobé epidemiologie
střevních nákaz přistoupit k imušnoelektron-
mikroskopic-kém'u vyšetření reprezentativní se-
stavy bakterifolcgficky `nevynjasněných Sporadic-
kých onemocnění, která by upřesnila n'aše
představy o Skzuıtečném podílu těchto vi'rů na
febrilní gastroeınıteri'tidě dospělých.

Pokud jde =0 dětskou populaci, je všeobecně
Znám'a úloha rotavıirů. Některé Zprávy Z lite-
ratury však naznačují, že nelze tyto v'iry pře-
hlížet ani u dospělých [17].

Souhrn

je popsáına epidemie Subfebrillní gastro-ente-
ritidy S postižením 7,3 0/0 příslušníků vojenské
jednotky, trvá'ním 6 dšnů za Zřejmým uplatněním
n'ahodilých kon'takıtů. Výsledky bakteriolšogic-
kého vyšetření provedeného rutinně i V pojetí
širší diagnostiky bylo kompletně negativní
stejně jako Zaměření na rotˇaviry a enteroviry.
Imunoelektro'nmikroskıo-.pické vyšetření extrak-
tů nativních Stolic .odhalilo agregáty nekulti-
vovatelných virů o velikosti 27 nm pouze ve
Spojení S rekonvalescentními Séflry. Úsudek
o jejich etioılogickém uplatnění byl podpořen
typickou Ikliln'ic'kˇo-epifld'emiologickou charakte-
ristikou. P\ří;h'zoda podpořila Záměr prohloubit
představu o Skutečné-m podílu en'teropatogen-
nícfh virů .na Souìdobých Sporadických infek-
cích i v epidemiích.

Literatura

1. APPLETON, H. - BUCKLEY, M.: Lancet, 1, 1977, č.8008,
S. 409. .

2. BRÚČKOVÄ, M. - RÝC, M. - ZELENKOVÄ, L. aj.: ČS.
Epid. Mikrobiol. Imunol., 31, 1982, č. 2, S. 67.

3. DANEŠ, L. - KOZA, I. - MATYÁŠOVÁ, I. aj.: Acta
Hyg. Epidemiol. Microbiol. Immunol., 13, 1983, č. 4,
s. 36. _



32 VOJENSKÉ ZDRAVOTNICKÉ LISTY ROČNÍK LVI, 1987, Č. 1

10.

11.

12.

13.

DONTA, S. T. - MOON, H. W. - WHIP, S. C.: Science,
183, 1974, S. 334.
FAUST, E. C. - SAEITZ, I. - TOBIE, I.: I. Parasitol.,
25, 1939, č. 2, S. 261.
GREENBERG, H. B. - vALDESUSO, I.: I. Infect. Dis.,
139, 1979, s. 564.
HANSEN, M. V. - ELIOT, L. P.: J. Clin. Microbiol.,
12, 1980, č. 4, s. 617.
HARRIS, I. C. - DUPONT, H. L. - HORNICK, R. B.:
Ann. Intern. Med., 76, 1982, č. 4, S. 697.

. KAHLICH, R. - PALEČEK, A. - PAROUBEK, M. aj.:
Bull. Cs. Spol. Mikrobiaol. ČSAV, 22, 1981, č. 6, s. 7.
KAHLICH, R. - PALEČEK, A. - KORYCH, B. aj.: Voj.
Zdrav. Listy, 51, 1982, č. 5, S. 260.
KAHLICH, R. - KOTLÁŘ, V. - PALEČEK, A. aj.: Čas.
Lék. čes., 121, 1982, č. 47, s. 1452.

KAHLICH, R. - NEMEC, A. - CAHA, I. aj.: Voj. Zdrav.
Listy, 51, 1982, č. 3, S. 108.
KAHLICH, R. - PALEČEK, A. - MANKOVECKÝ, L. aj.:
Voj. Zdrav. Listy, 53, 1984, č. 3, S. 70.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.
21.

22.

KAHLICH, R. - PALEČEK, A.: Výzkum soudobé epi-
demiologie Střevních nákaz. [Závěrečná zprávaový-
zkumném úkolu.] Praha 1985.
KAHLICH, R. - PALEČEK, A. - TESAŘOVĂ, I. aj.: Voj.
Zdrav. Listy, 54, 1985, č. 2, S. 58.
KAPIKIAN, A. Z. - wYATT, R. G.: I. viroı., 10, 1972,
č. 5, s. 1075.
MARRIE, T. I. — LEE, S. H. S. - FAULKNER, R. S. et
al.: Arch. Intern. Med., 142, 1982, č. 2, S. 313.
MURPHY, A. M.: Med. I. Austral., 2, 1979, č. 8, s. 329.
SERÉNY, B.: Acta Microbiol. Hung., 5, 1957, č. 2,
S. 367.
SKOČIL, V.: Voj. Zdrav. Listy, 49, 1980, č. 3, S. 96.
WEISSFELD, S. A. - SONNENWIRTH, A. C.: I. Clin.
Microbiol., 15, 1982, č. 3, s. 508.
WOLF, ].`K. - SCHREIBER, D. S.: Med. Clin. N. Amen,
66, 1982, č. 3, s. 576.

Klíčová Slova: Širší mikrobiologická diagnostika; Nekul-
tivovatelné viry; Klinicko-epidemiologickä charakte-
ristika.


