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V nékolika pfedchozich sdélenich jsme refe-
rovali o nalezu zcela neobvyklych nebo dosud
mélo diagnostikovanych plvodc hromadnych
stfevnich onemocnéni, které se podarilo zachy-
tit u atvart CSLA za uZiti specidlnich labora-
tornich postupt Sirsi diagnostiky, p¥ekracujici
rdmec vZitého stereotypu salmonela — shi-
gela.

Mezi popsanymi plivodci epidemii byl napf.
enterotoxigenni Enterobacter cloacae (10) a
Campylobacter jejuni (11), které nebyly pred-
tim v CSSR zachyceny. Jako dal3i neobvyklé
pivodce jsme v rédmci studia soudobé epide-
miologie stfevnich né&kaz nalezli anaerobni
klostridia, enteroinvazivni a enterotoxigenni
E. coli, citrobaktery a yersinie (13, 14, 20).

V pripad& dalSich dvou epidemii, z nichZ
jsme jednu rovnéZ popsali (14), zhstala inter-
pretace rozpacitd vzdor soutasnému zaméfeni
na enteropatogenni viry. Vysledek se dostavil
teprve v posledni neddvné epidemii, jejiZ popis
predkladame jako dalsi doklad, Ze se vyplati
vytrvale patrat po ,novych“ piivodcich hro-
madnych stfevnich onemocnéni, a postupné tak
vyplilovat mezery ve znalostech soudobé epi-
demiologie t&chto zdravotn& i ekonomicky vy-
znamnych nékaz.

PouZité metodiky
Pri zaméfeni na $irSi okruh plvodch jsme

vedle klasickych kultivacnich postupl uZivali
téZ specidlni techniky pro zdchyt méné& obvyk-

Iych a ,novych“ baktérii. K zdchytu enteroto-
xigenniho stafylokoka slouZil selektivni Chap-
manlv agar, pro Bacillus cereus krevni agar
s diskem polymyxinu B, pro Yersinia entero-
colitica pak paralelni kultivace pfi pokojové
a chladni¢kové teploté vietné& opracovani KOH
(21).

Jako vychozi materidl pro anaerobni a mik-
roaerofilni kultivaci slouZily vzorky nativni
stolice. Selektivni kultivaci kampylobakteri
jsme popsali na jiném misté (9), kultivaci
Clostridium perfringens jsme modifikovali v od-
satych zavaiovacich sklenicich s pyrogallolem
predplndnych CO,. K blizsi diferenciaci slou#il
reverzni CAMP test (7).

Zvl&astni pozornost jsme vénovali lakt6za-po-
zitivnim kmentm E. coli. Kmenova individua
jsme se snaZili diferencovat podle odlidného
zkvaSovani salicinu, dulcitu a sachar6zy do 8
riiznych ,biotypi“ oznafovanych kédem 0—7
(12) a podle sérotypu. Prevalujici kmeny byly
vySetfovany na enterotoxigenitu s uZitim stabi-
lizované bun&éné linie Y, derivované z nddoru
my3i nadledvinky dle Donty a spol. (4).

Invazivitu zachycenych bakteridlnich kme-
nt jsme vySetfovali Serenyho testem (19).

S wvyuzZitim zkuSenosti publikovanych Har-
risem (8) jsme hledali mikroskopicky leukocy-
ty ve vzorcich nativni stolice, které byly bar-
veny podle Giemsy (koproleukogram].

Preparaty pro vyhledavani cyst Giardia in-
testinalis byly zhotovovény nezkrdcenou Faus-
tovou flota¢ni technikou (5).
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Imunoelektronmikroskopické vySetfeni. Ex-
trakty stolic jsme pFipravovali z 20% suspen-
ze v PBS centrifugaci 30 min p¥i 10000 otac-
kéach (Janetzki 24), smiSenim stejného dilu su-
pernatantu s Freonem 113, protfepdnim, dalsi
centrifugaci 30 min p#i 10 000 otacCkéach, smi-
$enim supernatantu s PEG 6000 (0,8gna 10ml).
Po uloZeni pii 40°C pfes moc jsme centrifu-
govali 20 min pfi 4000 otd¢kéch. Sediment byl
resuspendovéan v 0,25 ml destilované vody, cen-
trifugovdn 5 min p¥i 2000 otdCkach a superna-
tant vzat k vlastnimu imunoelektronmikrosko-
pickému vysSetfeni. 0,2 ml takto pripraveného
extraktu bylo inkubovdno se stejnym dilem
krevniho séra téhoZ nemocného z akutni nebo
rekonvalescentni fdze onemocnéni. Séra byla
fedéna 1 : 100 ve fosfatovém fyziologickém roz-
toku (pH 7,2). Vzorky byly inkubovany 1 ho-
dinu pfi 37 °C a poté pies noc pri 4°C. Po cen-
trifugaci p¥i 25 000 otd¢kach po dobu 90 minut
byly sedimenty resuspendovdny v né&kolika
kapkéch destilované vody a naneseny na elek-
tronmikroskopické sitky. Preparaty byly nega-
tivng obarveny 2% fosfowolframanem drasel-
nym (pH 7,0) a hodnoceny v elektronovém
mikroskopu JEDL 100 CX-II pfi urychlovacim
napéti 80 kV.

Suspenze stolic byly rovnéZ vySetieny tes-
tem ELISA, Bioveta (Ivanovice na Hané) me-
todikou doporuenou v setu pro prikaz rota-
virového antigenu ve stolici.
~ Dvojice sér byly déle vyuZity k sérologicke-
mu vySetfeni.

V komplement-fixa¢nim testu byl pouZit jako
antigen rotavirovy kmen SA 11 pomnoZeny na
butikdch MA — 104, koncentrovany a purifiko-
vany. Jako kontrolni pozitivni séra slouZila
moréeci hyperimunni séra vlastni vyroby.

V neutralizadnim mikrotestu byly pouZity
nésledujici enterovirové antigeny: CB 1—5,
E 1—2, 4—9, 11, 20, 24, 25, 30, EV 71, CA 9 a
polioviry. Podrobnosti jsou uvedeny v praci Da-
nese a spol. (3).

Vysledky

Hromadné onemocné&ni prob&hlo u posadky
v K. ve dnech 15.1.—19.1.1985. Celkem one-
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Obr. 1. Epidemie v posddce K — graf incidence
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mocnélo 51 osob, coZ predstavuje 7,3 % expo-
novanych (obr. 1).

Nemocni ud4vali tlak nebo kfe€e v epigas-
triu a zhruba 2 dny trvajici prijmy bez krve a
hlenu. Asi 40 % m&lo teplotu kolem 37,5°C,
C¢tvrtina uddvala nauzeu, néktefi zvraceli.

Vzdor podrobnému epidemiologickému Se-
tfeni se nepodafilo odhalit zdroj ani vehiku-
lum nékazy, nebyla vyznacena ohniskovost vy-
skytu dle ubytovéani &i stravovani.

Lze tedy charakterizovat uvedenou epidemii
jako subfebrilni gastroenteritidu s nahodilym
pienosem nédkazy od osoby k osobé.

Mikrobiologické vySetfeni

Od nemocnych bylo ziskdno celkem 8 vzor-
k@ nativni stolice a 19 vytérl na deoxychola-
tovych tampoénech a dale 9 akutnich a 11 re-
konvalescentnich sér. Interval mezi odbéry sér
Cinil 28 dni.

Vysledky bakteriologické kultivace provede-
né rutinnimi postupy a déale v pojeti Sirsi dia-
gnostiky byly vesmés negativni. Nékolik kme-
ni podmin&né patogennich pFislusnikd celedi
Enterobacteriaceae (hemolytické varianty E.
coli, prevalujici biotyp laktéza-pozitivhiho E.
coli, laktéza-pozitivni citrobaktery) bylo po-
drobeno wvySetfeni na produkci termolabilniho
enterotoxinu na tkarovych kulturdch Y, (pro-
vedeno dr. Snejdarem, VOHEM). Z&dny z testo-
vanych kmenid neprodukoval enterotoximn.

Koproleukogram byl vesmés negativni stejné
jako parazitologické vySetieni nativnich stolic
zaméfFené na cysty giardil.

Vzhledem k nedostatku jakychkoli stop po
bakteridlnim agens jsme vénovali mimoFadnou
pozornost virologickému vySetreni.

Kultivaéni vySetfeni provedené pracovniky
virologického odd#gleni VUHEM bylo vesmés
negativni.

Imunoelektronmikroskopické vySetfeni ex-
traktd stolic od 6 pacientd po inkubaci s re-
konvalescentnimi séry prokédzalo ve 2 pfipa-
dech pfitomnost imunoagregdtii virim podob-
nych partikuli velikosti 27 nm. V imunoagre-
gatech bylo pfitomno 5—15 ¢&&stic spojenych
morfologicky zPetelnymi mistky protilatek
(obr. 2). Inkubace se séry z akutni fdze one-
mocnéni dala negativni vysledky.

Vysledky vySetfeni stolic na pFitomnost ro-
tavirového antigenu testem ELISA, Bioveta by-
lo negativni. Reakci vazby komplementu neby-
ly prokdzany vzestupy titr protilatek proti ro-
tavirim. Zjisténé titry byly velmi nizke.

Neutralizacnim mikrotestem byl zjiStén u jed-
noho z pacientd signifikantni vzestup protila-
tek (z 1:8 na 1:16) proti coxsackie viru B3
a souCasné nesignifikantni vzestup proti cox.
B4, Nalez povaZujeme za doklad aktudlni in-
fekce coxsackievirem u jednotlivce, avSak za
nédlez s wvelmi nepravdépodobnym vztahem
k etiologii epidemie priijmového onemocnéni.
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Obr. 2. Imunoagregdt Norwalk — like viru po inkubaci
s lidskgym rekonvalescentnim sérem. Negativné barveno
2% kyselinou fosfowolframovou, zvétseno 200 000krdt

Diskuse

Zpravy o uplatnéni nekultivovatelnych vird
velikosti asi 27 nm se objevuji v USA od roku
1979 (1, 6, 16, 18, 22) pod oznacenim Norwalk,
Hawai, W-Ditschling /(,winter vomiting dise-
ase“), Oshiro, Norwalk-like (,,snow mountain
disease“) apod. Vzhledem k antigennim odlis-
nostem se osvéd¢&il imunoelektronmikroskopic-
ky prikaz virovych agregitl v extraktech sto-
lice inkubovanych s rekonvalescentnimi séry.

V klinickém obraze prevlddé teplota 38 °C
(v 49—63 %), nauzea a zvraceni (v 81—85 %)
a priijem (65—84 %) s né&kterymi celkovymi
pFiznaky. Nasleduje spontdnni tzdrava a rych-
14 rekonvalescence.

VétSinou Slo o vodni epidemie (pitnd voda
¢i koupéni v bazénech) s vyskytem sekundér-
nich kontakt. Inkuba¢ni doba se uddva v me-
zich od 18 do 48 hodin. V USA bylo retrospek-
tivng toto agens obvin&no z ucasti na vetSim
poétu (asi tFetingé) bakteriologicky negativ-
nich epidemii febrilni gastroenteritidy.

NaSe epidemie nebyla svou klinicko-epide-
miologickou charakteristikou v rozporu s vyse
popsanymi rysy hromadnych onemocnéni vyvo-
lanych viry velikosti 27 nm. PrestoZe jsme je
zachytili jen ve dvou ze 3esti vy3etienych vzor-
k@, sv&d&i pro jejich etiologickou ucast nega-
tivni ndlezy pii uZiti sér z akutniho stadia one-
mocné&ni a nedostatek jakychkoli stop po bak-
teridlnim agens vzdor uZiti jiZ osv&dcené 3irsi
diagnostiky soudobych plvodch stfevnich na-
kaz.

V této souvislosti nelze opominout zminku
o jiné nasi recentni epidemii febrilni gastroen-
teritidy z 1éta 1984, kdy jsme vzdor obdobné-
mu tsili nenalezli Z4dné bakteridlni agens a
imunoelektronmikroskopické vySetFeni vyzné-
lo negativn®. JiZ tehdy jsme pojali podezieni,
7e by mohlo jit o nepoznanou virovou zaleZi-

tost, a Cekali na novou pfFihodu obdobného
charakteru, kterd by byla podrobena rozsife-
nému vySetFeni.

Jediny nélez viru velikosti 27 nm, publikova-
ny u nas jiz diive, pochazi od Brickové aj. (2).
Nebyla vSak vyloucena eventudlni ucast nékte-
rého ze 8irsi palety bakteridlnich agens a virus
byl — v rozporu s literirnimi tdaji — kultivo-
vatelny.

Na naSem pracovisti jsme neddvno vySetfili
velkou sestavu 515 hospitalizovanych pacientd
a zjistili 33,5 % obligatnich patogent a 17,8 %
»,novych agens“ vazanych na specidlni postupy
§ir3i diagnostiky (15). Vedle toho v3ak oprav-
fioval vysoky podil podmin&nych patogeni
(38,1 %), jejichZ etiologickd role je u spora-
dickych onemocné&ni velice fasto problematic-
k4, a dale 10,7 % nalezi fyziologické fléry
k predstavé, Ze rada téchto onemocné&ni mohla
byt ve skute¢nosti vyvoldna viry. To je ve vzta-
hu k nekultivovatelnym virtm zvlast naléhaveé
pro pfipady neobjasnéné febrilni gastroenteri-
tidy. Tato na3e epidemie se zdd jen podporo-
vat jiZ vyjadfené predsevzeti (14), Ze bude tre-
ba v rdmci vyzkumu soudobé epidemiologie
stfevnich nékaz pfistoupit k imunoelektron-
mikroskopickému vy3etieni reprezentativni se-
stavy bakteriologicky nevyjasn&nych sporadic-
kych onemocn&ni, ktera by upfesnila naSe
predstavy o skutetném podilu téchto vird na
febrilni gastroenteritidé dospé&lych.

Pokud jde o d&tskou populaci, je v3eobecné&
zndma uloha rotaviri. Neékteré zpréavy z lite-
ratury v3ak nazna&uji, Ze nelze tyto viry pfe-
hliZet ani u dospélych (17).

Souhrn

Je popsdna epidemie subfebrilni gastroente-
ritidy s postizenim 7,3 % p#Fislusnikii vojenské
jednotky, trvdanim 6 dnil a zifejmym uplatné&nim
nahodilych kontaktd. Vysledky bakteriologic-
kého vy3etFeni provedeného rutinné i v pojeti
girsi diagnostiky bylo kompletn& negativni
stejné jako zaméreni na rotaviry a enteroviry.
Imunoelektronmikroskopické vy3etifeni extrak-
th nativnich stolic odhalilo agregdty nekulti-
vovatelnych vird o velikosti 27 nm pouze ve
spojeni s rekonvalescentnimi séry. Usudek
o jejich etiologickém uplatn&ni byl podpofen
typickou klinicko-epidemiologickou charakte-
ristikou. Pi¥ihoda podpofila zdmér prohloubit
predstavu o skuteéném podilu enteropatogen-
nich viri na soudobych sporadickych infek-
cich i v epidemiich.
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