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NEKTERE ZKUSENOSTI Z KOMPLEXNIHO STUDIA ETIOLOGIE AKUTNICH RESPIRACNICH INFEKCI

R. BENDA, L. DANES, F. REHN, M. HEJZLAR a ]. DANESOVA,
Vojensky dstav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie a Dé&tskd klinika lékafské fakulty hygienické, Praha

V roce 1960 jsme vytvorili pracovni skupinu,
kter4 méla studovat etiologii akutnich respirac-
nich infekci komplexnim zpidsobem, podobné ja-
ko se o to pokousSeji jini pracovnici (Birkum-Pe-
tersen — ustni sdé&leni 1959, Hamre a spol.
1961*). Zdkladnim popudem pro nasi praci bylo
ziskat metodologické zkuSenosti, a to predeviim
na useku virologie.

Konkrétnim ukolem bylo provérit soucasné
mozZnosti etiologického objasnéni infekCnich
onemocnéni dychadel. Ve tfech sdélenich, ktera
osvétluji soucasné téZz jednotlivé dil¢i zaméry,
jsou popsany nejdilezitéj§i vysledky naSeho
studia (DaneSovd a spol.,, DaneS a spol, —
v tisku 1962). Vyplynul z nich zavér, Ze prak-
ticky nelze pouZit k odhaleni etiologie Kkli-
nickych diferencidlné diagnostickych voditek.
Etiologie byla objasnéna za pomoci komplexniho
vySetfovani ve vice nez 52 % kazuistickych res-

piracnich infekci hospitalizovanych déti. Pfi vy-
Setfovani kolektivu déti matefské Skolky, sle-
dovaného od listopadu do bfezna 1960/61, byly
odhaleny nékteré manifestni, hlavné vSak ne-
manifestni infekce, vétSinou virového ptvodu.
Pomoci sérologickych metod bylo moZno zjistit
promoieni dé&ti i vojakii, a to proti relativné Si-
rokému spektru virovych nékaz. PovaZovali
jsme za sprdvné vSechny tyto vysledky neroz-
méliiovat podrobnymi 1ddaji metodickymi.
V predkladaném sdéleni chceme pravé z tohoto
hlediska uvedené prace doplnit a pokusime se
o shrnuti ziskanych zkuSenosti — s ohledem na
to, Ze je tak mozZno usnadnit zdravotnickym pra-
covistim vlastni ladoratorni préci i orientaci pri
hodnoceni vysledkd.

PouZité vySetifovaci metody

1. Metody bakteriologické:

K pokustim o zachyceni bakteridlnich patogent byly
zpracovavany vytéry z nosu i krku (mandli) na tampénech.
Kultivace byly zaklddadny zpravidla paralelné (na mikro-
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biologické katedfe LFH a ve VLVDU v Praze), @ to zvlast
z vytéru nosu i krku. Bakteriologické vy3etfeni na praco-
vi§ti VLVDU se provddélo na této sestavé pad : krevni agar,
stafylokokové medium 110, Bordetova piida, Claubergova
piida, Sabouraudiiv agar, Endova piida a pomnoZovaci se-
rovy bujén. K subkultivacim a izolaénim pokustm byl po-
uZivdn krevni agar s natrium azidem, Phenol Red Carbo-
hydrate Medium 1—8 Difco a Euton Agar BBL. K identifi-
kaci byla u¥ita skupinovd séra streptokokovd firmy Wel-
come, typova séra streptokokova UEM, Diphterie-Antitoxin-
Trockenstreifen Behringswerke, disky Optochin BBL, baci-
tracin-gluk6zové papirky, skupinové sérum Klebsiella
pneumoniae Welcome. Citlivost viiéi antibiotikim byla sta-
novena pomoci papirovych diskd, a to Bacto Unidiscs Difco
a Bacto Sensitivity Discs Difco. VSechny zachycené pyo-
genni stafylokoky byly testovdny kromé toho na p¥itom-
nost koagulazy, fosfatdzy a na schopnost fermentace ma-
nitu, popfipadé jesté na patogenitu pro myS. U Corynebact,
dif. byla testovdna toxicita pro morce.

VySetfeni nékterych pfipadd, u nichZ byly zachyceny
streptokoky a stafylokoky i né&které dalSi mikroby, bylo
doplnéno vysledky sérologickymi. V dvojicich sér pacientt
byly zjidtovany titry antistreptolysinu 0 (ASLO) (Behrings-
werke Lab. 1958), popfipad# je$té antihydzy (Ra3ka a spol.
1958). U n&kterych sér byly urfovény hladiny antistafylo-
lysinu (ASTL) (Raska a spol. 1958). S vybranymi kmeny
jingch druhti, napf. Hemophilus influenzae, Hemophilus
parapertussis a Klebsiella pneumoniae, byly urfovany
v dvojicich sér homologni aglutininy ; pouZita metoda po-
dle Behringswerke (Behringswerke Lab. 1957).

2. Metody izolace virovych ptvodcii:

K izolaénim pokusiim byl prevdZné pouZit material
z mosnich a hltanovych vytérd nemocnych. U pacientd
s dg. z4nét plic byl zpracovavan navic krevni kolac.

Tamp6ny po provedeni vytérit byly vnofeny do 4 ml
media ve zkumavce (Parkeriv roztok s 5 % kréli¢iho inak-
tivovaného séra s antibiotiky — bud s penicilinem a strep-
tomycinem po 200 j./ml, nebo s kanamycin sulfdtem po
50 j./ml); po odlomeni tampénid byly zkumavky zazatko-
vany, rychle odvezeny do laboratore a uloZeny pfi —20 °C.
Pfed zpracovdnim byla tekutina rozmrazena, vatové tam-
pony vymackdny ve tFeti misce a tekutiny z obou vytéri
smichany, event. rovnéZ s nosohltanovym vyplachem, ktery
byl navic provddén hlavné& na pocCatku prdace. Smichana
tekutina byla vZdy rozdélovdna na dvé €4sti, aby nebylo
nutno materidl k izolaénim pokusim opakované rozmra-
zovat. Z krevnich kola&i byla pfipravovana 10% suspenze
ve fyziologickém roztoku, material byl centrifugovan a po
pFidani antibiotik otkovéan.

KaZdym materidlem z vytéri byla ofkovdna kufeci em-
brya intraamnioticky a na chorioalantois, opi¢i ledvinové
buiiky, HeLa buiiky, novorozené sajici my8ky a myS3i vahy
10—13 g; suspenze z krevnich kold¢t byly inokulovény
mordatim. Predpokladali jsme, Ze vybér systéml pro izo-
la¢éni pokusy zabezpe&i moZnost zachyceni vétSiny virovych
ptvodcd, pfichazejicich v tivahu pro na$e studium.

Provedeni izoladnich pokust na virus ch¥ipky se nelisi
v podrobnostech od p¥edpisti mezindrodni konvence (WHO
1953). (Potvrzeni chfipky u izol4td, vySetfovanych hema-
glutina®né inhibiénim testem s protichfipkovymi proto-
typovymi séry, platilo jako vylou&eni parotitidy.)

Izolaéni pokusy mna opidich ledvinovych bulikdch byly
zamsfeny na prvnim mist& k zachyceni virt skupiny Para-
influenza a dale pak kmeni ze skupiny enteralnich virg,
popfipadé té% adenovirt a jinych. Pred oCkovanim jsme
kultury prohliZeli na morfologickou ¢&istotu a viZdy jsme
provadséli kontrolni hemadsorpéni test; pouZivali jsme
0,5 % mor¢i krvinky, na jednu kulturu jsme davali 0,2 ml],
inkubovali jsme p¥i +4°C 15 minut a pak prohliZeli pod
mikroskopem, bez opldchnuti i po Setrném vyplachu ste-
rilnim PBS. S kulturami po ofkovéani primomateridlem jsme
naklddali v podstaté podle Chanockovych praci (Chanock
1956, Chanock a spol. 1958, 1959, Johnson a spol. 1960).
Z&sadné& jsme provadéli dvé slepé pasdZe v intervalu 8 dni
po naodkovani kultur nebo pozdé&ji; k pasdZi byly pouZity
u kaZdého materidlu 2 celé kultury po zmrazeni a roz-
mrazeni.

Hela butiky slouZily pfedeviim k zachyceni adenoviri.
SubpaséaZe (2. a 3.) byly provddény po dvojndsobném zmra-

zeni a rozmrazeni celych kultur, drZenych co nejdéle, jak
to dovolila kvalita kontrol. Obvykle se nedafilo drZet buii-
ky déle meZ 8—10 dni. V ostatnich detailech jsme se Fidili
vSeobecné ptijatymi prfedpisy (WHO 1959). Kultury jsme
nebarvili.

Izolaéni pokusy ma sajicich my3kdch byly zaméfeny
piedevSim na zachyceni vird ze skupiny Coxsackie, popti-
padé téZ viru herpetického a ornitézy. Zvi¥ata byla ocko-
védna intracerebrélné a soucasné podkoZné do skapuldarniho
tuku a slepd pasaZ byla provddéna se smési suspenze
mozku a trupu zviFat smrcenych vétSinou 8. den. Do sus-
penze byla pFiddvana smés antibiotik (penicilin a strepto-
mycin po 100 j./ml, kanamycin po 50 ug/ml, event. i ampho-
tericin B po 20 wg/ml).

Préace s kufecimi zdrodky, ofkovanymi na chorioalantois,
mély dopliiujici v§znam a byly zaméfeny k herpesu. Slepé
pasaZ byla provddéna obvykle 4. den po kontrole bakte-
ridlni sterility vyfaté a prohlédnuté blany. Dopliiujici vy-
znam jsme piikladdali rovnéZ pokustim s mySmi vahy 10 aZ
13 g, ofkovanymi intracerebralné. Zvifata jsme nepitval
pro slepé pasédZe ani pro zhotoveni otiskii organi.

Suspenze z krevniho kolate — pokud byly délany u né-
kterych diagn6éz — jsme ofkovali intraperitonedlné& dvéma
morcattim, jimZ byla po 15 dni méfena teplota a 30. dne
byla vykrvdcena a pitvdna (k ziskdni sleziny ma slepou

pasdZ a séra na reakci vazby komplementu s antigenem
Q-hore&ky).

3. Sérologické metody s virovymi antigeny:

Odbéry krve ma sérologickd vy3etfeni byly provadény
u nemocnych déti ihned po pfijeti na kliniku v akutni f4zi
a pak pribliZzné za 3 tydny, u déti ze Skolkového kolektivu
3x za sebou v intervalech asi dvoumé&si¢nich. Odbéry krve
u vojdkli byly provedeny jednordzové. Séra byla po od-
déleni od krevniho koldce inaktivovédna (30 min. p¥i 56 °C}),
rozplnéna do aglutinaénich zkumavek na vice dild po ma-
lych objemech a uloZena do zpracovani p¥i —20°C. Vy-
Setfeni dvojic nebo trojic sér od jednotlivgch osob bylo
provadéno vZdy simultdnné. §

Vazba komplementu (KFR) byla vZdy déldna
v celkovém objemu 0,5 ml s pouZitim 2 jedn. antigenu, 2
jedn. komplementu a 2 jedn. hemolysinu, Do reakce byly
zatazeny kontroly antikomplementarity a rfada-s kontrol-
nim antigenem. Vazba byla inkubovdna se vSemi antigeny
pfi 37°C kromé& s LCM, kde se reakce uskute&iiovala pf¥i
+4°C. Odecitalo se podle prib&hu hemolyzy v kontrolach:
Titry protildtek jsou uvadény jako inicidlni Fedéni séra
od 1:8.

Chripkové antigeny a antigen z viru Sendai, jakoZ i an-
tigen kontrolni dodavala ch¥ipkovéa centrdla v Praze (UEM]).
Ostatni prepardty byly vlastni provenience. Adenovirovy
antigen predstavoval inaktivovany materidl smichany z kul-
tur HeLa bunék, infikovanych typem 1,3 a 7 (Grayston a
spol. 1958, Dane$ 1958). Antigen C. burneti byl pfipravo-
véan éterovou extrakci Zloutkovych vaki infikovanych kme-
nem Henzerling (UEM Praha) metodou podle Babudieriho
(1953). Ornitézovy skupinovy antigen jsme prFipravovali
s pouZitim kmene P 89 (Pasteurtiv ustav, PafiZ) metodou
podle Volkerta a Christensena (1955). Antigen LCM byl
ziskdn ze slezin mysi infikovanych kmenem WE (USOL
Praha) metodou podle Smadela a spol. (1939). Shodné byly
pripraveny i pfislu§né kontrolni antigeny.

V8echny prepardty byly pred pouZitim do vazby titro-
vany proti standardnim pozitivnim sérim. Jako kontrolni
sérum k adenovirovému antigenu slouZilo lidské rekonva-
lescentni sérum, k antigenu ornitézovému a LCM morci
imunni sérum, k antigenu Q-hore¢ky morc¢i rekonvales-

centni sérum. Kontrolni séra chfipkova viz niZe v kapitole
o HIT.

Hemaglutinacné inhibi¢ni testy(HIT) byly
provddény obvyklou metodou v celkovém objemu 1 mj,
za pouZiti 4 hemaglutinacnich jednotek. Smés jednotlivych
redéni séra (poc¢inaje 1 :8) a antigenu byla ponechéana 230
minut p¥i pokojové teploté a pak pfidana suspenze 0,4 %
kurecich krvinek ve fosfadtovém pufrovaném fyziologickém
roztoku (pH 7,2). Jako antigenti bylo pouZivdno u v3ech
typd chripky a viru Sendai infikované alantoidni tekutiny,
u kmenii parainfluenza 1 (HA2) a parainfluenza 2 (CA)
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infek¢niho media bun&é&nych kultur opidich ledvin. U chfip-
kovych virti (A, Al, A2, B) byla reakce uskute¢iiovdna pfi
pokojové teploté, u kmend parainfluenzy v lednici pfi
+4°C. Vysledky byly odeéitany podle sedimentace krvinek
v kontroldch a jsou uddvany jako koneénd rfedéni vy3etfo-
vaného séra. Ve viech vy3etfenich byly nespecifické inhi-
bitory sér odstraiiovany pomoci KIO; metodou doporutenou
Gorbunovovou a spol. (1959).

Ke kontrole kvality antigent pro HIT a k identifikaci
izolath byla pouZita tato séra: proti chi¥ipce A, Al a A2
rekonvalescentni séra fretéi, proti ch¥ipce B a viru Sendai
imunni séra krysi, proti HA2 (parainfluenza 1) a CA (para-
influenza 2) imunni séra kr4liéi; tato posledni ndm byla
poskytnuta prof. Wesslénem z Upsally.

V prdci byly trvale pouZivdny tyto kmeny: chripka
A-PR8, A2-Singapur, B-Jihlava 1959 z chiipkové centraly
v Praze; chfipka Al-Rh od dr. Fraiikové z VOHEM ; para-
influenza-Sendai z chiipkové centraly v Praze; parainflu-
enza-HA2 (kmen 222) od dr. Birkum-Petersena z Kodanég;
parainfluenza-CA od prof. Wessléna z Upsally.

Neutraliza¢nimi testy (NT) byly prokazovany
protildtky proti jednotlivym typim adenovirt, REO vir{,
viru Coe a ECHO vird. Prvni etapu vySetfeni predstavoval
sitovy test, v némZ byla vZdy vySetfena séra titracné v fe-
dénich 1 :10,1 :20,1 :40 a 1 : 80 s pfislu§nym antigenem.
Viry byly pfedem titrovdny a pro NT bylo pouZivdno takové
fedéni, které davalo asi 100 TKID 50 v 0,1 ml p¥i t¥idennim
pozorovani. [Prakticky $lo u adenovirli o fedéni zdkladnich
suspenzi z tkatiovych kultur asi na 1 :2 aZ 1 : 10, podobné&
u vird REO a Coe; u virt skupiny ECHO zpravidla 1 : 1000
nebo 1 :10000.)

Ve vlastnim NT bylo miSeno stejnymi dily ruzné& Fed&né
sérum s pFisluSnym fedénim viru. Smés byla inkubovédna
30 minut pFi pokojové teploté a pak z ni bylo pfidavano
po 0,2 ml do zkumavek s narostlym poviakem buné&&né
kultury. Celkovy objem tekutiny ve zkumavce ¢&inil 1 ml.
Pokusy s adenoviry a virem Coe byly provadény ma buii-
kdch HelLa, s ECHO a REO viry na kulturdch z opi¢ich
ledvinovych buné&k. PFi vy3etfeni kaZdé skupiny sér byly
vZidy zabazovany kontroly kvality neinfikovanych kultur
a kontroly cytopatogenity pouZitych Fed&ni infekénich te-
kutin. Za pozitivni neutralizaéni aktivitu séra byla povaZo-
vana zdbrana cytopatického jevu, kterd pretrvavala aspoii
o 1 den déle degeneraci bunék v kontrole aktivity viru.

Kmeny adenovirli pouZité v prdci (typ 1 aZ 7, 7a, 8, 10
aZ 17 a 19) ndm byly pfedany dr. Syrickem z UEM v Praze.
Kmeny ECHO vira (typ 8, 11 a 20) byly poskytnuty nasi
laboratofi dr. Vonkou z USOL v Praze, kmeny REO viri
{typ 1, 2 a 3) dr. Schuhovou z UEM), virus Coe rovn&Z dr.
Syriackem,

Kontrolni imunni séra proti vem virovym prototypim
uZitym v NT jsme pfipravovali intraperitone4lni imunizaci
kralik 3esti injekcemi po 2 ml viru z tkafiovgch kultur
v tydennich intervalech. Séra dosahovala primé&rn& titru
1 :256 (inicidlnf Fedé&nf]. Ani v Fedéni 1 :4 neméla cyto-
toxicky efekt a nejevila zkfiZené mezitypové reakce.

Shrnuti nékterych vysledkii a metodické
zkuSenosti

1. ZkuSenosti z bakteriologického vySetfovani

Z vytérl od 64 nemocnych déti (hospitalizo-
vanych nebo onemocnélych ve Skolce) byly nej-
Castéji zachyceny Streptococcus pyogenes skup.
A a Stafylococcus pyogenes aureus (ve 20
a 26 %). ( U stafylokok@ jsou zapocitdny pouze
ty kmeny, jejichZ biochemické vlastnosti svédci
pro patogenitu.) Signifikantni vzestup titru
ASLO byl zaznamendn pri vySetfeni 7 pacienti
3X a hladiny antihyazy ukéazaly vzestup pfi vy-
Setfeni 3 pacientd 2X (u obou pozitivnich na
antihyazu byl pozitivni vzestup titru ASLO). Si-
gaifikantni vzestup titrd ASTL byl zaznamenén
pouze v jedné dvojici vySetfovanych sér ze sed-

mi. Z ostatnich vyznaméjSich mikrobli byl 1X
izolovan Diplococcus pneumoniae v M fazi, 1X
Hemophilus pertussis, 3X Hemophilus influ-
enzae s jednim vzestupem homolognich agluti-
ninfi, 1X Hemophilus parapertussis bez agluti-
nind v sérech pacienta, 1X Klebsiella pneu-
moniae se 4n4sobnym vzestupem aglutinint,
1X Corynebacterium diphteriae nepatogenni
pro morce. Kromé& toho Candida albicans 2 X
ve vét§im mnoZstvi.

Ze zkuSenosti jako celku jsme ucinili zavér,
Ze ze zachycenych mikrobd mély primy podil
na etiologii respiraénich onemocnéni déti vedle
streptokokd ojedinéle téZ pyogenni stafylokok,
pneumokok M, H. influenzae, Klebsilla pneu-
moniae a samoziejmé téZ pihvodce pertusse.
Znacnou mérou umoZnily tyto zavéry vysledky
sérologickych vySetfeni. U fady individudlnich
onemocnéni jsme prisoudili bakterialni etiologii
vedlejsi vyznam (streptokoky, stafylokoky, smi-
Send bakteridlni fléra aj.). Do zna¢né miry jsme
se pri tom fidili kvantitativnim hodnocenim néa-
lezu bakteridlni kultivace. Toto hledisko bylo
pouZito rovnéZ pfi posuzovéani etiologické vy-
znamnosti Candida albicans.
izolaci virovych

2. ZkuSenosti z pokusi o

ptvodcil.

Z celkového poctu 77 vychozich materiala od
nemocnych déti bylo zachyceno 14 virovych
kment (tj. asi 18 % pozitivnich nélezii). 5X byl
izolovdn virus chi¥ipky A2, 1X neurceny he-
madsorpéni virus ( pravdépodobné skupiny Pa-
rainfluenza), 2 X adenovirus (typ 5 a 7), 1X vi-
rus Coxsackie B typ 4, 1X virus Coxsackie sku-
piny A, 4X virus herpeticky. Chripkové kmeny
byly izolovany na kufecich embryich a nepo-
dafilo se je paralelné& zachytit na opicich led-
vinovych buiikdch. Hemadsorpéni virus byl za-
chycen na opicich ledvinovych burikach v 1.
pasdZi a ve dvojici sér prislusného pacienta
byl s nim prokazan vice neZ 4nasobny vzestup
HI protilatek; v pozdéjSich pasdZich na opi¢ich
ledvinovych buiikdch byl vSak vytésnén konta-
minujicim neurenym opi¢im virem s hemad-
sorpénimi vlastnostmi. Oba izolované kmeny
adenovird jsou z HeLa bunék a typ 7 byl para-
(eln® prokdzan rovnéz na opifich ledvinovych
buiikach. Virus Coxsackie B4 byl zjiStén para-
leln& v opi¢ich ledvinovych butikdch a sajicich
mySkach. VSechny 4 herpetické kmeny byly za-
chyceny na HeLa buiikdch (3 z nich paralelné&
na sajicich myskach, ale pouze 1 na opicich led-
vinovych buiikdch a 1 na chorioalantois kufe-
ciho zarodku).

Ackoli nd$ materidl je necCetny, souhlasi zku-
Senosti z izola¢nich pokusti s chfipkou A2
s nékterymi tdaji z literatury o niZ8i citlivosti
opic¢ich ledvinovych bunék neZ kufecich embryi
(WHO 1959). Pocet 5 izolovanych kmeni chfip-
ky A2 je relativné vysoky ve srovnéni s celko-
vym poctem 6 infekci, které byly prokéazany ja-
ko chiipka A2 i s pomoci sérologického vySet-
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fovani. Néalez souhlasi se zkuSenostmi Wesslé-
novymi (osobni sdéleni 1960).

Maly byl vSak v naSich pokusech zachyt adeno-
virovych kment, ve srovnani s celkovym poctem
12 signifikantnich vzestupd protilatek s jednot-
livymi typy adenovirli v odpovidajici sestavé sér
hospitalizovanych déti. Jednim z faktord, které
maly zachyt mohly podmiiiovat, je skutecnost,
Ze se nam nedafilo udrZet HeLa buiiky v po-
kuse déle neZ 8, nejvySe 10 dni. PFi¢inou miiZe
byt jak sloZeni udrZovaciho media (stejny dil
Parkerova a Earleova roztoku se 3 % teleciho
séra a s antibiotiky), tak sama kvalita pouZi-
vané linie buné&k. (Podle zkuSenosti Marhoulo-
vjch — osobni sdéleni 1960 — lze udrZet kva-
litni HeLa butiky po 14 dni v pfitomnosti media,
jehoZ zdkladem je Eagletv roztok.) Diisledkem
predcasné nespecifické degenarece HeLa bunék
v naSich pokusech bylo, Ze priimérna doba po-
zorovani kultur oCkovanych materidlem od ne-
mocnych b&hem 3 provddénych paséZzi byla
24 — 26 dni misto poZadovanych aspori 30 (WHO
1959). Druhym z faktori by mohla byt sku-
teCnost, Ze velkd Cast vySetfovanych déti byla
prijata k hospitalizaci pro bronchopneumonii
v dobé&, kdy pripady samy uZ vétSinou nejsou
Cerstvd onemocnéni. A konec¢né& tfeti pri¢inou
mohlo byt, Ze jsme vySetfovali pouze vytéry a ne
téZ stolice nemocnych. VySetfovani stolic by
viak bezpochyby zkomplikovalo celou situaci
zdchytem enterovirdi, jichZ pocet by mohl byt
znacny a zatiZil by neamérné pracovni kapacitu
laboratofre.

Vzhledem k sérologickym nélezim s virem
Sendai (DaneSové a spol., Dane$ a spol., v tisku
1962) je s podivem, Ze se ndm nepodafilo za-
chytit kmeny antigenné p¥ibuzné s virem para-
influenzy typu 1 (byl izolovan pouze jeden kmen
neuréeného hemadsorpcéniho viru). Jednou z vaz-
nych pfi¢in midZe byt celkové Spatnd kvalita
dodavanych opicich ledvinovych bunék a pak
i nedostatecnad zkuSenost, nejen naSe, ale vSe-
obecna. Dokladem toho jsou naSe nélezy rela-
tivné Casté kontaminace opic¢ich kultur opicimi
viry. Béhem roku 1960 a 1961 jsme zachytili to-
tiZ fadu kontaminant, které nevyvolavaji v buii-
kach zrejmy cytopaticky efekt, ale jichZ pFitom-
nost a mnoZeni lze prokédzat hemadsorpCnim
testem s morcimi erytrocyty. Zachycend hemad-
sorpéni agens byla orientacné studovéana a roz-
délena podle antigennich vlastnosti na dvé vétsi
skupiny s 5 a 9 kmeny (prototypy OKL a 059).
Podrobnéjsi zkuSenosti z této problematiky bu-
dou uvedeny v jiném sdéleni. V kaZzdém pripadé
je moZno zd@raznit uZ na tomto misté, Ze pri
izola¢nich pokusech na opi€ich ledvinovych
burikdch je sprdvné vySetfovat hemadsorpénim
testem velky pocet kontrolnich neinokulovanych
zkumavkovych kultur (asi 20 ze 100) nejen pied
oCkovanim bunék, ale i pfi kaZdém intervalu,
kdy se k oCkovanym kulturdm pfidavaji za tce-
lem prikazi lidskych myxovirli erytrocyty.

Zajimovou, i kdyZ okrajovou otdzkou jsou izo-
lace herpetickych kmeni. Pocet 4 izolatli z cel-

kového poctu 77 vychozich materidli je vysoky,
avSak je v souhlase se zkuSenostmi z ojediné-
lych zprdv jinych pracovnikdi, napf. Hamre
a spol. (1961) a drive uZ Birkum-Petersena
(osobni sdéleni 1959), ktery podobnym zpiiso-
bem vySetfoval podobny soubor pacientdi jako
my v pfipadé hospitalizovanych déti. Neceka-
nou byla pro nés skutec¢nost, Ze kufeci embryo
pri oCkovéani na chorioalantois i opiéi ledvinové
buiiky jsou maélo citlivé ve srovnéni napr. s HeLa
butikami nebo s novorozenymi my$kami.

Z vSeobecnych zkuSenosti je ticelné zminit se
jeSté o toxickém vlivu primomateridlu na buriky
a o problematice bakteridlni a plisitiové sterility
bé&hem izola¢nich pokusil. Ze 77 vySetfovanych
vytsri mélo 16 (tj. asi 20 %) Easte¢ny nebo Gpl-
ny toxicky vliv na HeLa buiiky; z téchto 16 pi-
sobilo toxicky 6 také na opic¢i ledvinové buriky

_(tj. vice nez 7 % celkového poétu). Pfi kontrole

byly uvedené vychozi materidly shledany steril-
nimi (bakterie a plisiiové organismy). Neste-
rilnich primomateridli bylo z celkového poctu
14, tj. dalgich asi 18 % (z toho 9 materidld by-
lo kontaminovdno plisnémi nebo kvasinkami}.
Nejcastéji se projevovala kontaminace v Kkufe-
cich embryich a v buné¢nych kulturdch.

Uvedené skutecnosti citelné komlikovaly orga-
nizaci prace laboratofe. K odhaleni toxického
vlivu primomaterialti na buiiky bylo nutné pro-
hliZet kultury za 24 hod. po ockovani a pfi opa-
kovani 1. pasdZe vyméiiovat za 2 — 6 hodin
medium. Tim jsme se vyhnuli zbyte¢nému pa-
sdzovani faleSn& pozitivnich tekutin. Otazky
kontaminace bakteriemi jsme vyfeSili zmé&nou
antibiotik. Misto penicilinu a streptomycinu
jsme do media pro tampény prid4vali kanamycin
sulfat; pozdsji jsme kanamycin pridavali — ved-
le penicilinu a streptomycinu — také do udr-
Zovacich medii pro zkumavkové kultury. S plis-
Hovymi organismy byla vé&tsi obtiz. Casto bylo
tfeba vychozi materidl k izolacnim pokustim
centrifugovat, k supernatantu pak prFidavat
amphotericin (20 j./ml) a tento prostfedek pfii-
davat pak jeSté do media kultur. PFesto se ne-
darilo ve vSech pripadech plisiiové kontami-
naci kultiva¢nich systéml primomateridlem za-
brénit.

VSeobecné je moZno Fici, Ze k zvétSeni prav-
dépodobnosti zdchytu ($ir$i spektrum ptivodci)
by stoupaly naroky na laboratof aZ nedmérné.
Napf. by bylo tfeba oCkovat — vzhledem k za-
chyceni respira¢niho syncytidlniho viru — bu-
nécéné kultury pred zmrazenim odebraného ma-
teridlu (Beem a spol. 1961). K zachyceni né-
kterych dalSich agens by bylo tfeba barveni opi-
¢ich ledvinovych bunék, nebo by se musela pod-
statné zvysit jejich kvalita a podobné. Na druhé
strané svédcéi nékteré naSe zkuSenosti pro to,
Ze by mohl byt zkrdcen pocet systémd, na nichz
provadime izolaci ptivodcd. Necletné se vysky-
tujici ndkazy Q-horeckou, ornitézou aj. by bylo
moZno mezi jednotlivymi onemocnénimi proka-
zovat pouze na podkladé sérologického vySet-
Fenl. Vzhledem k moZnosti spolehlivé detekce
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Procento
pozitivnich sérologickych néalezu
Antigen v souborech sér v souboru sér
déti (2x po 50) vojaki
(220 vzorki)
Chripka A l
(KFR) 8,4 76,3
Chfipka B
(KFR) 9,4 58,1
Adenoviry
(KFR)) 26,9 54,1
Parainfluenza
Sendai (KFR) 33,8 60,0
Parainfluenza
HAZ2 (HIT) 10,1 4,0
Parainfluenza
CA (HIT) 13,0 109

herpesu na HeLa buiikdch by bylo moZné po-
minout oCkovdni na chorioalantois kufeciho
embrya, takZe by pak stacily tyto systémy: ku-
Fecl embryo intraamnioticky, opi¢i ledvinové
buriky, HeLa builky a sajici mys$ky.

3. ZkuSenosti ze sérologického vySetfovani
s virovymi antigeny.

Vzhledem k tomu, Ze vysledky sérologického
vySetifovani s virovymi antigeny jsou podrobné
popsdny v predchazejicich pracich (DaneSova
a spol.,, Dane§ a spol.,, Rehn a spol. — v tisku
1962), omezime se v této kapitole pouze na shr-
nuti a porovnani nejpodstatnéjSich pozorovani.

Sérologicky prizkum provadény s antigeny
chripky (A a B), parainfluenzy (HA2, Sendai,
CA), adenovird, ECHO virt (typy 8, 11, 20), REO
vird (typy 1, 2, 3), viru Coe, ornitézy, LCM a pi-
vodce Q-horecky ukéazal, Ze v ramci studovanych
soubord maji zdsadni vyznam viry chiipky (ze-
jména u dospélych), z parainfluenzy virus Sendai
a z ostatnich adenoviry (viz niZe tabulka). Na-
proti tomu zcela minimdalni byly ndlezy u LCM,
Q-horecky a REO vird.

Studium protildtkového promofeni, provadéné
u déti a vojakd, nabizi porovnani vysledkid zis-
kanych u obou soubori (viz tabulka shora).
U chripky A i B je s podivem, jak malé procen-
to déti vykazuje anamnesticky styk s chripko-
vym antigenem proti velkému mnoZstvi pozitiv-
nich nélezd u dospélych. U viru Sendai nejsou
jiz rozdily tak podstatné a jeSté vyrovnangjsi
jsou hladiny HI protilatek u viru CA. Prekva-
pivé vysoké procento promofenosti déti i dos-
pélych virem Sendai nese s sebou zdvaZné otazky
tykajici se problému specifi¢nosti ziskanych na-
lezii ve vztahu k viru HA2, s nimZ je Sendai anti-
genné pribuzny, a k parotitidé. Z hlediska toho-
to problému je moZno analyzovat vysledky vy-
Setfeni parovych sér u 67 hospitalizovanych déti,
u nichZ byl vice neZ 4néasobny vzestup KF pro-
tilatek proti viru Sendai zaznamendn 6x a 10x
u dvojic nebo trojic sér déti ze Skolky. Para-
lelné provedeny HIT s virem HA2 byl u vsech
vzorkd negativni a je tedy moZno se domnivat,

Ze ziskané nélezy jsou specificky vztaZeny k vi-
ru Sendai. V jakém poméru jsou KF titry s anti-
genem Sendai k parotitidé, nemtZeme objek-
tivné zhodnotit, protoZe vySetfeni nemohlo byt
ani dodate¢né provedeno pro nedostatek jednot-
livgych détskych sér. ProtoZe b&hem studia res-
piracnich ndkaz u déti — jmenovité ve S§kol-
ce — probihala epidemie parotitidy a spalnicek,
neni vylouceno, Ze nédlezy protilatek Sendai,
alespoil nékteré, jsou vyrazem heterologni od-
povédi organismu na antigenni podnét paroti-
tickym virem. Pro takovy zavér by svédcily né-
lezy Jansco a Simona (1961) i starSi prace Gar-
dnera (1957, 1960) a de Meio s Walkerem
(1957).

ZkuSenosti ziskané pri sérologické diagnosti-
ce parainfluenzovych infekci se dotykaji i pro-
blému volby metod pro prikaz protildtek. Sou-
dime, Ze je tfeba dAat pfednost HI testu — pfes
nutnost odstratiovat ve zkoumanych sérech
nespecifické inhibitory — pongvadZ je to reakce
specifiCtéjsi neZz KFR; to je pri sloZitosti anti-
genni skladby ve skupiné lidskych myxovird
zv145té duleZité, zejména jde-li o urceni etiolo-
gie onemocnéni. Druhym, neméné vyznamnym
divodem je podstatné vysSi citlivost HIT proti
KFR u parainfluenzy typu 1 (HA2), jak to zdi-
raziiuji vysledky prdce Zdanova a Bukrinské
(1959) i Chanocka a spol. (1960).

VySetfovadni sér pomoci NT umoZnilo ziskat
nékteré zajimavé vysledky vztahujici se k pro-
moienosti populace adenoviry, REO a ECHO
viry. Nejcast&ji byly pozitivni nélezy zjiStovany
proti adenoviriim tzv. neepidemickych typd (1,
2,5) a prevazné Slo o nizké titry, svédcici bud
o nevyrazném nebo jiZ ddvno prodélaném anti-
gennim podné&tu. Néalezy protildtek proti celé
Ffad& adenovirovych typl byly v sérech bé&Zné
a Casto se vyskytovaly proti vice typiim u téhoz
jedince (i u déti). Proti jinym neZ tzv. latent-
nim typim adenovirdi se objevovaly protilatky
v nizkych i vysokych titrech rovnomérnéji. Na-
lezy titrd protilatek k adenoviru typu 8 — né-
kdy i vysokych nebo dokonce se vzestupem
v druhém séru — bez soucasného priikazu spo-
jeni s ofnim onemocnénim ukazuji, Ze adeno-
virus typu 8 miZe vyvoldvat bud také jinou sym-
ptomatologii neZ oc¢ni, nebo vyvoldvd nemani-
festni ndkazy. Nalez protilatek proti adenovirfim
typu 15,19, proti viru Coe a REO 1 je u nas za-
znamendn po prvé, avsak svéd¢i o pravdépo-
dobném malém rozsifeni téchto plivodcd v nasi
populaci.

Signifikantni vzestup neutralizac¢nich protila-
tek proti adenovirtim byl v obou souborech dét-
skych sér (67 part sér hospitalizovanych déti
a 50 dvojic, resp. trojic sér déti ze 8kolky) zjis-
tén celkem 19X, tj. v 16,2 %; z toho typ 2 1X,
typ 4 1X, typ 5 4X, typ 7 6X, typ 7a 2X,
typ 8 3X, typ 10 1X, a typ 13 1X. Nejméné
v sedmi pripadech jde s nejvétsi pravdépodob-
nosti o priikaz klinicky nemanifestni infekce.
Signifikantni vzestup KF protildtek proti ade-
novirtim v3ak byl zaznamenan pouze 8 X, z toho
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6X paralelng s neutralizatnimi protildtkami,
2X bez nalezu neutraliza¢nich protilatek. Kon-
frontace vysledki KFR a NT ukazuji tedy Cas-
téji nesouhlas. Vzestup KF protildtek bez pri-
kazu protilatek neutralizaénich mtZe svédcit
o ddasti ndkterého typu adenoviru, s nimZ nebyl
NT proveden. V opacném piipadé je vysvétleni
obtiZngj$i. N&které pripady vedou k podezfeni,
7e KF protilatky se netvoii pravidelng, jde-li
o nakazu né&kterym tzv. latentnim virem nebo
o ndkazu piidruZenou-vedlej$i pfi onemocnéni
vyvolaném jinym pivodcem. Ze nase zkuSenosti
nejsou ojedinglé, svéd&i i vysledky v UEM Pra-
ha (Sobéslavsky — osobni sdéleni 1961). K po-
drobnému rozboru otizky je tfeba nashromaz-
dit vice materialu.

Je moZno shrnout, Ze sérologické metody
s virovymi antigeny mély v na$i prdaci mnohem
vétsi podil na objasnéni etiologie respiracnich
onemocné&ni neZ izola¢ni pokusy. Podminkou pro
jejich spravné vyuZiti je nutnost mit k dispo-
zici kvalitni antigeny a zvlasté pak i kontrolni
imunni séra. Je sprdvné davat prednost techni-
ké&m specifickym pfed méné specifickymi nebo
skupinovymi, pokud to dovoluje kapacita la-
boratore.

Diskuse a zavéry

Rozsah prace pri studiu etiologie a epidemio-
logie akutnich respira¢nich nédkaz je urcovan
zameéfenim a cilem. Niroc¢né a pritom relativné
nejméné aspéSné co do vysledkid je objasiiovani
etiologie jednotlivych respira¢nich onemocnéni,
ktera jsou bez epidemické souvislosti. PF¥i roz-
hodovani o etiologii u téchto pripadd (déti)
jsme se drZeli b&Znych kritérii, tj. pfedevSim
jsme se opirali o kultivacni nélez (zachyt mikro-
organismii) a o prikaz signifikantniho vzestupu
specifickych protildtek k zndmym antigendm.
Zejména prFi izolaci plivodci s méné vyhranénou
patogenitou pro ¢lovéka bylo nutno vzdy dopl-
novat vysledky o vySetfeni na homologni proti-
latky. K odliSeni bakteridlni a virové etiologie
nebylo moZno pouZit vysledkd vySetifeni krevni-
ho obrazu nemocnych, jak doporucuje pro né-
které pripady skupinovd diskuse v USA (Mc
Dermott a spol. 1961), ani klinického hodnoceni
efektu podanych antibiotik.

Jen u casti UspéSné objasnénych pripadi
jsme mohli ucinit jistou etiologickou diagno6zu.
U vétSiny ostatnich je nutno povaZovat etiolo-
gicky zAavér pouze za pravdépodobny. V pripa-
dech, kde laboratorni nédlezy svéd¢ily pro dvoji
nebo viceCetnou etiologii, jsme se snaZili analy-
zou v8ech dat z vySetfovani urcit zakladniho
(hlavniho) a pridruZeného (vedlej$iho) plvod-
ce. PFi rozhodovani u vSech téchto uvedenych
onemocnéni jsme brali v ivahu patogenitu toho
kterého pavodce pro ¢lovéka a protilatky v obou
sérech jsme hodnotili nejen z toho hlediska, ko-
likrat stouply v titru, ale posuzovali jsme i abso-
lutni vysi titrd v séru z akutni fdze a rekonva-
lescence. Kromé toho jsme zvl4Sté hodnotili ce-
1y priibéh onemocnéni.

Ng&kterym pozitivnim nélezim jsme pfisuzo-
vali vZdy pouze vedlejSi nebo Zadnou etiologic-
kou vyznamnost. Konkrétné se to tyka:

a) nékterych kultiva¢nich nélezli bakteriologic-
kych (viz vySe)

b) n&kterych pozitivnich nélezi sérologického
vySetfovani, pokud vzestup protilatek dosa-
hoval pouze k hodnotdm pod hranice speci-
fické signifikance (zvlasté obezretné jsme po-
suzovali vysledky s virem Sendai — viz vyse)

c) izolaci vir ze skupiny Coxsackie (zvl45té
skupiny A)

d) izolaci herpetického viru

Jak bylo uvedeno v Gvodu préce, nerozpoznali
jsme etiologicky témér polovinu respiracnich
onemocnéni. Jednou z p¥fi¢in — mimo jiné — je
skutec¢nost, Ze jsme nevycerpali (lépe FeCeno
nemohli vycerpat) vSechny soucdasné moZnosti
laboratornich vySetfeni. V souboru metod ne-
bylo zafazeno nap¥. vy3etfovani na nékteré nové
vyClenéné viry (virus respiracné syncytialni,
virus SA, Rhinoviry aj.); zjevnym nedostatkem
je zkrdceni vySetfovani s Eatonovym agens
a s virem parotitidy. Uplna kompletizace vyset-
rovacich metod vSak je v naSich podminkdch
zatim nedosaZitelnd. Kromé toho by si vyZado-
vala veétSi skupiny pracovnikdi. Je opravnéné
soudit, Ze i pak by zlstalo zna¢né procento pii-
padl neobjasnénych. Jednak proto, Ze dosud ne-
jsou poznana vSechna etiologickd agens respi-
racnich infekci, jednak proto, Ze se v patoge-
netickém mechanismu vzniku respira¢nich in-
fekci zrejmé& uplatiiuji i jiné faktory, jako je
napf. reaktivita organismu a podobné (Dane-
Sova a spol., v tisku 1962).

Ve své préci jsme se rovnéZ pokusili studovat
akutni respiracni infekce v uzavieném détském
kolektivu. Provedli jsme opakované odbé&ry krve
na promorenost k virovym ndkazadm a sledovali
jsme nemocnost a vySetfovali vSechna jednot-
liva onemocnéni (kromé zjevnych spalnicek
a priusnic). Rozbor podrobnosti tohoto studia
nezapada do poslani prfedklddaného sdéleni. Lze
pouze shrnout, Ze tento zpdsob prdce — s pou-
Zitim komplexniho vySetfovani etiologie — je
jeSté nirocCnéjsi, neZ je tomu u studia etiologie
jednotlivych infekci. Za predpokladu dobré or-
ganizace, na niZ je ¢inén nejvétsi narok, pFindasi
vSak velmi cenné vysledky, které se znésobuji
délkou doby, po kterou je kolektiv sledovéan.
Z metodologickych zkuSenosti je tfeba upozor-
nit na to, Ze musime velmi uvéZzlivé volit zdklad-
ni spektrum vySetifeni a pak prohlubovat podle
situace o dalsi dopliikové metody, aby byla po-
stihnuta do podrobnosti celd sloZitost epidemic-
kého procesu.

VSechny tyto uvedené zavéry se tykaji détské
populace. Je zfejmé, Ze pfi komplexnim studiu
respiracnich infekci u dospélych by bylo tfeba
modifikovat soubor vySetfovacich metod a moz-
nd i né&kterd hlediska hodnoceni vysledki a roz-
hodovani o etiologii. Mimo préce z jinych labo-
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ratofi tomu rovnéZ nasvédcuji naSe vysledky,
ziskané pri studiu promofenosti vojaki k viro-
vym infekcim (Rehn a spol., 1962).

Souhrn

V préci je pojedndno o metodologickych zku-
Senostech z komplexniho studia etiologie akut-
nich respira¢nich nékaz. Je popsdna do znadc-
nych podrobnosti pracovni technika mikrobio-
logického vySetfovani materidlu. PouZité metody
jsou zhodnoceny vzhledem k nékterym vysled-
kiim a je porovnan — zvl4sté u vySetfovani viro-
logického — jejich vyznam a podil pfi objasiio-
vani etiologie. Zavérem jsou shrnuty zkuSenosti
tykajici se problematiky rozhodovéani etiologie
z vysledkt a je provedeno zhodnoceni pouZiti
komplexniho vySetfovani ve vyzkumu akutnich
respirac¢nich infekci.

Pesiome

B paGore paccMOTpeHbl MEeTOHOJNOTHYECKHE BOMPOCH KOM-
NJIEKCHOTO H3YyYEHHS! 3THOVIOTHH OCTPHIX HH(EKUHH AblXxaTesb-
HHX nyTed. BecbMa neTasbHO omHcaHa TeXHHKA MHKPOGHOJIO-
I'HYECKOro HccJefoBaHHsl MaTepHana. [IpoBenena ouenka npi-
MEHEHHBIX METONIOB C YYeTOM HEeKOTOPHIX JOCTHFHYTHIX pe-
3yabTaToB. [lajee aBTOpP CpaBHHBaeT APYTr C APYroM BCe 3TH
MeToJbll — B OCOGEHHOCTH T€ KOTOpble MPHMEHSIIOTCS B BH-
PYCOJIOTHH — H yKa3blBaeT 3HaueHWe H YJeJbHBIH Bec KaK-
JIOT0 H3 HHX MNpPH OGBACHEHHH 3THOJIOTHH YNOMSIHYTHIX 3a60-
neBanuit. M HakoHel, B craThe pacCMOTPeH BONPOC, B KaKOW
CTENEHH MOXHO JeJaTh 3aKJaioueHHe 06 3THOJIOTHH 3a6oJe-
BaHHSl Ha OCHOBAHHM MOJYYEHHBIX Pe3yJbTaTOB W NPOBeJeHa
OlLIEHKa MNMPHUMEHEHHs KOMIJIEKCHOTO HCCJIeNOBAHHSI NMpPH H3Y-
YEHHH OCTPHIX HMH(eKUUH AblXaTesJbHBIX MyTeH.

Summary

The methods used in a complex study of the
aetiology of acute infections of the respiratory

system are reported. The technique of the microbio-
logical investigation of the material is presented
in detail. The used methods — particularly the
virological — are evaluated as to their value in
clarifying the aetiology of the disease. Finally
experiences regarding the determination of the
aetiology are summarized and the value of a com-
plex examination in acute respiratory infections is
assessed.
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