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'STUDIE O Q RICKETTSIOSE |.

PRrROF. DR FRANTISEK PATOOKA a DR ViapiMir KUBELKA (za .
spoluprace ZDENKY MANDLIKOVE) '

Tak zvana Q rickettsiosa je nesporné jednim z nejaktualnéjsich a
nejzpracovavanéjsich problémt moderni mikrobiologie a epidemiologie.
Podle vSeho se zda, Ze je nejrozsirenéjsi rickettsiosou na svété, ktera ne-
thybi nejen v zadném svétadilu, nybrz i v zZadné zemi kromé nepro--
studovanych pasem tropickych a za polarnim kruhem. Jakozto etiolo-
gicka jednotka byla, jak obecné ;je znAmo, objevena Burnetem a Free-
manem r. 1937 v Australil, o rok pozdéji a nezavisle na prvnich autorech
Dawisem a Coxem v zapadni ¢asti Spojenych statid. Dyer 1939 gjistil
totoznost etiologické agens, malezeného v Awustralii a Americe.

Za druhé svetove valky se nejenom ukazalo, Ze se tato choroba vy-
skytuje v evropském Stredomori, zejména v Italii, nybrz objasnila se.
I jeji schopnost vyvolavat rozsahlé a explosivni epidemie, 'V r. 1946 za-
sluhou Cam.mopetrosovou zjiSténa identita jiz dFive znimé balkanské
chripky s Q rickettsiosou a od té chvile je choroba objevovana postupné
ve vSech evropskych statech, v Ciné, v Japonsku, ve Stredni a JiZni
Americe, prosté vsude tam, kde jspu intensivné chovana uZitkova do-
“maci zvirata, zejména ovee, kozy a hovézi dobytek.

Brzy 'po -obj-eveﬂi choroby vzniklo odavodnéné podezrfeni, Ze jde
o0 onemocneéni zoonotické, i kdyz epidemiologicky cyklus ztstal jesté po-
meérné dlouho zihadou. Postupné objevovany nové a nové reservoary
rickettsie v prirodé a stejnou meérou rostl pocet hmyzich vektoru prena-
sejicich memoc. Jak u zoonos byva pravidlem, prvé zjisténé pripady aty-
p.ckych pneumonil, objasnéné pozdéji jako Q horecka, byly profesio-
nalniho puvodu, a to u délnikd ma jatkach. Americké zkuSenosti kratce
nato ukazaly, Ze Se postiZzeni tyka hlavné jedné ¢asti zaméstnanci, a to
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téch, ktefi skladaji a zabijeji dobytéata nebo stahuji kize. Bylo zfejmo,
%e muselo jit o aerogenni infekci vdechnutim zvifeného prachu z: téles-
ného povrchu zvifete. Dodateéné se ukazalo, Ze jsou i zemeédélsti pra-
covnici postiZeni, zejména o3etfovatelé velkych stad hovéziho dobytka
nebo ovei, po pripadé honci nebo pastevei. Koneéné pozorovano profe-
siona'ni onemocnéni u zaméstnanct milékairen, z dehoz bylo zfejmo, %e
i mléko, infikované bud z télesného povrchu kontaminovaného zvirete,
nebo obsahujici rickettsie vylutované z nemocného zvirete piimo mlec-
nou Zlazou, je dalSim zdrojem infekece.

~ Toto zjidténi vedlo k patrani po mléénych epidemiich mezi populaci,
které rovnéz provéfeny s tim dilezitym zjiSténim, Ze Spatné provadéna
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a mizkostupfiovd pasteurisace mléka neni schopna usmrtit tuto zvlasté
resistentni rickettsii.

Do jisté miry epidemiologicky zahadné zustavaji exploswm eplde-
mie v armadach. |

Dnes je mnozstvi zvirat, ktera byla bud s jistotou zjistéma jako
piirozeny reservoar rickettsie, nebo v michZ bylo dosaZeno pomnozeni a
persistence téhoZz organismu umele, takZe je nelze jako pfirozené zdroje
vyloudit, opravdu fctyhodné: vzpomeiime na Fadu divoce Zijicich hlo-
dave, ma pf. vodni hrabo3e, zajice, krysy, hovézi dobytek, kozy, ovce,
velbloudy, koné, osly, psy abychom uvedli jen nejdtlezitéjsi. Novéji pro-
kazany kolky jako nesporné dulezity faktor pri Sifeni Q rickettsiosy a
koneéné ovéfena citlivost kachen a zejména holubli, u nichz zjisténa
pfirozena infekce Q horeckou v misté, kde tésné predtim nalezeny pii-
pady lidske.. |
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< Je mimo rimec této prace vypoditivat viechny hmyzi vektory, roz-
poznaneé -jako prenaSece rickettsie. Pro nis je dtileZité, Ze i naSe kligté
‘muze v gobé rickettsii mnozit a prenaset. Zajimavy je experimentilni
prikaz mnozeni téhoz organismu ve vsich a blechich, a dokonce v lar-
vach moucénych Cervii. Exkrementy kli$tat jsou skuteéné asi také jednim
% hifavnich prameni lidské infekce, k niz nesporné nejéastdji dochazi tak,
ze jsou vdechnuta s koznim prachem zvifecim. Q infekeciosité stolice
klistat svédéi jasné to, Ze izifedéni 10-® vyvolava po dlouhé inkubadni
dobé u morcete priznaky experimentalni nemoci. Ssaci akt hmyzu je
pochopitelné rovnéz schopen vyvolat infekci a stava se vzacndji pra-
menem lidské nikazy, jak pozorovano, (byt i ojedinéle), u lesnich ldel--
niku.

Prirozené infekce u divoce %ijicich hiodaven, hlavné vsak u velkych
domestikovanych zvirat (zcela jisté i &ast lidskych piipadii) probihaji
bud’ subklinicky, nebo dokonce inaparentns. Tak ku pf. je.relativnd t&z-
ko vyvolat klinicky manifestni experimentalni onemocnéni ovei i rela-
tivné velkymi davkami rickettsie, vstiiknutymi intravenosné, U vétsiny
velkych zvirfat a u hlodavei se rickettsie vyluduje moéi (snad i exkre-
menty) a tato je hlavnim pramenem dalSich kontaktnich nakaz.

Jakousi podobnost rickettsie s brucellami 1ze zjistit p¥Fi infekei gra-
vidnich zvifat, Mikroorganismus mé nespornou afinitu k placentd a plo-
dovym vodam, které se stivaji bohatym zdrojem rickettsii,

Zvlastnl a ne vidy zcela jasnou kapitolou jsou takové pripady lid-
ské Q rickettsiosy, kdy k infekci do8lo vdechnutim prachu ze slamy
nebo sena pouzitého k zabaleni predmeétu, dokonce na vzdaleném konti-
nentu, V Mnichiové zjisténa Q horelka u 6 obyvatel téhoZ domu, pii dem%
jedinym moznym pramenem infekce byly suché palmové listy z AlZir-
ska, 8 nimiz Jeden z obyvatelu pracoval. O mléénych infekeich bylo jiz
referovano syry Jjsou méné nebezpecné, nebof jejich zranun se vetsina
coxiell usmrti.
| Kontaktni infekce mezi lidmi byla z poéatku rpovaﬁové,-na za he-
pravdeépodobnou. Také nas pripad wvazné laboratorni infekee nevyvolal
klinicky prokazatelné onemocnéni u ¢lenii rodiny, ac¢koli pacient § ni byl
v uzkém kontaktu nejen posledni dny inkubace, nybrZz i prvé tfi dny
té&zkého horednatého stavu se silnym drazdivym kaSlem. Pres tyto zku-
Senosti radime dnes jiZz ke zvySené opatrnosti a fadné desinfekei pradla,
sputa a nadob na exkrementy, nebot v posledni dobé bylo popsano né-
kolik varovnych pripadi. Z mnich vyjimame zejména pripad oSetiova-
telky pecujici 0 nemocného 8 Q horeckou, a zvlast zajimavy pfipad patho-
loga, ktery onemocnél 19. dne po pitvé zemfelého na rickettsiovou pneu-
monii. Rada epidemiologickych podrobnosti je uvedena v RasSkové epi-
demiologii, na niz zde odkazujeme, |
* Biologickéeé vlastnosti vyvolavatele @ rickettsiosy, zvané :dnes obecné&

Coxiella Burneti, byly nami jppopsany pomérné podrobné ve Specidlni mikro-
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biologii (Patotka a spolupracovnici, 1950, dil IT), tamtéZ jsow zhodnoceny
zékladni principy diagnostiky Q horedky a moZnosti jeji therapie a pre-
vence. JiZ tehdy a opé&tovan€ v diskusnich pfisp&veich (semindf internich
klinik, publikovdno v CLC 1951) jsme upozoriiovali, Ze vyskyt této cho-
roby je v mejvétsi mife pravdépodobny i u nés, a to tim spiSe, Ze jiZ
v této dob& bylo referovédno o piipadech v Rumunsku, Svycarsku, Rakous-
ku a na n&kolika mistech v Némecku. Prvym cilem na3eho studia bylo

prokazat, Ze se Q rickettsiosa (nejtastéji ve formé atypickych {pneumonii)
- vyskytuje také v Ceskoslovensku. Samozfejmé jsme p#i své préci ovEfili
fadu Gdajh o . negrﬁznéﬁich vlastnostech Coxiella burneti na zdkladé vlast-
niho pozorovéni, jsou tedy i tyto pfedmétem origindlni &4sti naseho po-
jednani.

Coxiella burneti je celkem pravem povaﬁov&na za nejmenSi dosud
znamou rickettsii bliZici se rozméry svych Idrobnéjémch forem k virusim
ze skupiny ornithosy. Pro jeji snadnou filtrabilitu ji dokonce mnozi pova-
Zuji za pFechod mezi rickettsiemi a virusy. BéZné prochdzi porceldnovymi
& infusoriovymi svitkami i Seitzovymi filtry. O tom, Ze méa formy zZviast
nepatrnych rozmérQt svéde¢i fakt, Ze je schopna rprt'trnilku gradokolovymi
membranami s prﬁ:mérem porl kolem 400 mu, Byva zdlraziiovén jeji pleo-
morfismus, t. j. Ze mimo velmi drobné formy lze pravidelnd nalézt ty€inky
tak dlou:hé, Ze byvajl povaZovany aZ za druhotnou bakteridinf kontaminaci,
Ve svych pokusech jsme poufili z podatku dvou kmenlt Coxiella b.; za
prvé kmen Combiesco, velmi virulentnf a t&Zko adaptovatelny ma Zlout-
kové vaky, a dale kmen Henzerling, ktery jsme dostali laskavosti Dr
Longa. Vé&tSina naSich pokush, zejména v pozdé€jsim stadiu, byla pro-
vedena s kmenem Henzerling jpro jeho provérené Siroké antigenni spektrum

a men$i nebezpedéi vzhledem k laboratorni infekei.

| TinkEén& se nidm podafkilo znidzornit rickettsii opétovand jak wv pre-
paratech ze Zloutkovych vakq, tak také (i kdyZ v nevelkém podtu) v in-
fikovanych moréecich varlatech., Byly-li naSe kmeny v op&tovanych pa-
sazich adaptovany na mysky, pc:ud-ai"ilo se nam (po€inaje od tfeti nebo
¢tvrté pasaZe) =zndzornit: rickettsie i v ndpadn& zvé&tSenych my3ich sle-
zindch. Podotykame, Ze mikroskopické zZndzorndni rickettsii milZe byt
Z 'poé&tku obtizné, a proto doporutujeme, aby zadatednik pouZil Beggovy
modifikace Machiavellova barveni: natér Yje fixovén teplem, pak pfelit na
5 minut derstvé filtrovanym roztokem, sloZenym 2z 9 dil& (1/49 Dbasic.
fuchsinu a 1 dilu M/15 fosfatového nédrazniku pH 7,6. Smyje se H,O z vo-
dovodu a diferencuje po dobu jedné aZ né&kolika minut M /50 naraznikem
kyseliny citronové a natriumicitratu pH 3, aZ je nétér bledé rtZovy. Kon-
trastni dobarveni 12, methylenovou modfi pal minuty. Rickettsie jsou
svitivé Servené na modrém pozadi. Jakost basického fuchsinu g délka od-
barvovani jsou zdkladnimi podminkami fsp&chu. PfezkouSeli jsme i jiné
methody, zejména Castanedovu a pak Giroudovu pfi pouziti Giemsova roz-
toku za fepla. Vé&tSina naSich rpreparitlt ndm standardné ukazovala kratké
formy coxiell, z nichZ mnohé byly témé&f na hranici widitelnosti labora-
tornfm mikroskopem. Dal§i bakteridlni formy byly v naSich preparatech
pomérné vzicné. U w=zvifat se nachéazeji rickettsie velmi &asto v plasme
histiocyth, obycCejné ve skupinkach, nékdy dokonce ve vakuoldch. V mor-
Cecich slezinach se mém shodn& s jinymi autory nepodatilo coxielly mikro-
skopicky spatfit. Ojedinélé je jedno cizi mjisténi, podle n&hoZ byly rickett-
sie ‘mikroskopicky nalezeny ve formé& drobounkych, hustych granul, po-
kryvajicich vnitfek makrofagfi ve sputu nemocného.

Po adaptaci kmene Henzerling jsme zkusili ¢dsteénou purifikaci co-
xiell diferencidlni centrifugaci, a kdyZ ndm tato methoda dala uspoko-
jivée vysledky, pokusili jsme se o elektronoptické zndzorné&ni rickettsii jed-
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nak v lprepajré,tech oby¢ejnych, jednak pochromovanych. Elektronoptické
snimky i jejich kopie laskavé provedl akademik prof. MUDr Wolf a Ing.
Stépanek z Ustavu pro elektronoptiku, Cs. A. V., (pFiloha 1—4). Na sti-
- movych snimecich lze vidét velmi dobfe wvnitfni strukturu rickettsii, kters,
jak se b&Zné& uvadi, je analogicka bakteriim, Na obrazku C. 2 se upo«dai"llo
zachytit celkem vyjimetnou dlouhou formu rickettsie. Pochromované
snimky jasné ukazuji plastické rozméry koxiell a vystihuji jejich mnoZeni
pfi¢nym 13&lenim. '

- [Nejvhodné&jsSim experimentélnim zvifetem ipro prikaz Coxiella bur. je
nesporné podle cizich i naSich zkuSenosti morce. Inokulace lidského patho-
logického ‘produktu, zejména krve — v prvé hore&naté fazi onemocnéni
— gputa (velmi se ndm osv&dGilo p#i zachyceni jednoho pripadu labora-
torni infekce) a pozd&ji i v modi vede u tohoto zvifete ke zvySeni rektalni
temperatury na 39,8 az 41° pocinaje 6. aZ 12. dnem od okamZiku inoku-
lace. Teplota, kterd je naznaiena ma naSich grafech (viz pi#floha 5), byva
wvelmi ¢asto bifasick4, trva nékolik malo dni, poté klesa a zvire se stava
imunnim. Na v¥ySi ho-reéky_ dochazi ke generalisované septické infekeci
rickettsiemi, slezinag byv4 Snasobné i vice zvétSena, tmava, fragilni a ob-
sahuje stejn& jako krev velik4d kvanta rickettsii ‘(mikroskopicky ovSem
neprokazatelnych). Ve sraZené morceci krvi nebo ve slezinach (nutno
ovéfit na sterilitu) lze konservovat coxielly ipFi teploté kolem (° po Tadu
tydnd, pfi teplotdch kolem —20° az do —60° po dlouhou Padu mesicl,
jak mtiZeme 2z osobni zkuSenosti potvrdit. Syrsky kfefek meél pro nale
pokusy tu nevyhodu, Ze mu nebylo moZno dobfe meérfit rektaln{ teplofu,
U myS[ inokulovanych intraperitonedln& vznika po radé pasazi subklinicka
infekce, manifestni pouze ndpadné& zvét3enou a fragilnf slezinou, v niZ lze,
jak shora mvedeno, prokazat rickettsie. Po inokulaci nadmeérné velikého
kvanta rickettsii, zejména ze Zloutkovych vakf,, se nidm opétované stalo,
%o mord¢ata s hore¢natého stadia pfeSla do stavu kolapsu a Zzasla.

[Pokusnou infekei preZivdi morcata jsme schovavali jednak jako zdroj
imunniho mordéeciho sera, jednak jako kontroly k rychlému experimen-
tilnimu prikazu Q hore¢ky. Tam, kie nelze Sekat na serologické po-

tvrzeni Q rickettsiosy., provddi se pokusné izjist&ni soudasnou inokulaci
| patholoigmkého produktu dvéma mordéatim zdravym a nejméné jednomu
imunnimu. Jestli reaguji hore¢kou ob& nova zvifata a imunni zlstava bez
teploty, je diagnosa onemocnéni 'jasna a lze i vyhlé.srt do 10, ne;jrdéle do
14 dnft od poCatku experimentu.

| Patrali jsme po novych experimentilnich moZnestech a za tim
cilem jsme zkusili inokulaci velmi malého kvanta purifikovanych rickett-
sii do predni o¢ni komory morcete. Morce reagovalo do 24 hodin s ta-
kovou prudkosti, Ze bdhem t¥ dni vznikla akutni panofthalmie. Tteti
den oko enukleovano a podrobeno mimo jiné histologickému vySetfeni.
Histologicky nélez (I. path. anat. Dr Bednaf) znél: panofthalmie akutnil
s maximem zmén v iridocyklis v rohovce. Mensi zmény ve sklere. V za-
nétlivém exsudatu je naprosta prevaha mononukleart vétsinou velkych,
histiocytarniho charakteru.

Vzhledem k tomu, Ze neslo v nasem prrpade o druhotnou bakterialni
kontaminaci, lze zmény povaZovat do jisté miry za specifické. Neni vy-
loudeno, %e by propracovani tohoto druhu experimentu mohlo vyfistit

v praktické diagnostické moznosti.

| Kvali aplnosti uvddime, Ze lze experimentem na mordeti diagnosti-
kovat i pomérné& slabé kontaminace mléka. Za tim UCelem se zdravym
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zviFatim vstfiknou asi 3 ccm miéka intraperitonedlné a po 30 dnech se
kardidlnf punkei odebrand krev zkouSi na pfitomnost protilatek fixach
komvlementu. - -
Kmen Henzerling se ndm podafilo pomé&rné& snadno {po nékolika sle-
pych pasaZich adaptovat na Zloutkové waky kufecich embryi. Je dobfe
si uvddomit, Ze mnoZeni koxiell ve Zloutkovych vacich je praci zvlasté
nebezpednou, Pravd&podobné p¥i té&chto experimentech (neni vyloucena
také moZnost kontaminace mod&i infikovanych moréat) doSlo na naSem
pracovidti ke dvéma 1&Z3im laboratornim infekcim, které budou pfed-
métem zvlaStntho sdéleni a — jak se ukdzalo dodatedné& z protilatkove
odezvy — Kk n&kolika dal8im subklinickym., Z poéétku jsme uzivali pro
pasidZe 109, suspense Zloutkovych wvakii v marazntkovém £ysiol. rozioku,
pozdé&ji 5 a nyni uZivdme 1%. MnoZstvi inokula je pravidelné 0,25—0,5 ccm.
Kvalita vajec je pro mnoZeni koxiell velmi dhleZitd a nejlepSich vysledkt
jsme dosdhli vZdy od meésice dubna do Cervence, Lze inokulovat embrya
6 i 7denni. NaSe praxe ndm v8ak ukéazala, Ze praci nejpfistupné&jsi a pfitom
vzdornd proti traumatu a druhotné infekei [jsou embrya 8denni, K ino-
kulu pfidavdme mald kvanta penicilinu, PFili8 veliké davky tohoto anti-
biotika se ndm zdaly nepiiznivé pro mnoZeni rickettsii, a¢ se to b&Zné
v literature neuvadi,
| V nyn&jsi fazi lprace pri pouZiti 1% suspense ziraceji embrya {pra-
videlné p&atého Kne pohyblivost, takZe je nutno hned vybrat Zloutkové
vaky, odkapévanim zbavit pfebytku Zloutku a uloZit do dalsiho zpracovani
pFi temperatufe kolem —200 C nebo niz3i. DlleZité je zachytit okamiZik
pfed smrti embrya, nebot po jeho zdniku se bd&hem mnékolika hodia co-
xielly rozpadaji a Zloutkové vaky jsou jiZ nepouZitelneé, VZly nékolik
Zloutkovych vak@ se smichd a zkouSi jednak barvenim na pFitomnost
rickettsif, jednak rozetfenim vystfiZenych &astic na bakteriologickou ste-
rilitu. - . |
Zkousky sterility provddime pravideln& u kaZdé serie vajec v jatro-
vych bouillonech a wzdy po mékolika pasdzich také kultivaci na tuhych
pldach aerobnich i- anaerobnich, Pouze material Gaplné sterilni je podroben

dalSimu zpracovani, ku pf. je ho pouZito k vyrob& antigenu.

Pri zkouSkach sterility Zloutkovych wvakt na pevnych pliddch jsme
jednou 'pozorovali zajimavy zjev, na né&jZ upozornujeme proto, aby mnebyl
nékym <chybn& interpretovan. Bouillonové kultury ze serie Zloutkovych
vakl, obsahujici hojné rickettsii, byly a zstaly makroskopicky zcela ste-
rilaimi. RovnéZ krevni plotny, chované za mikroaerofilnich podminek, byly
prvaich pét '‘dni zcela sterilni, od 6. ‘dne se v3ak objevily presné v ocko-
vacich ¢ardch, a to hlavné tam, kde byla nanesena véts3i kvanta Zloutko-
vého vaku nepatrné kolonie pravé na pomezi viditelnosti pouhym okem.
Ani po né&kolika dnech rtistu nedosdhly vét$iho priméru nez zlomku 1 mm,
Gramovym roztokem barvené prepardty z kolonii neukézaly viitbec nic.
- Obtiskové preparaty, zbarvené Giemsovym nebo Machiavellovym rozto-
. kem, prokézaly v 'koloniich kromé& nejasné sitovité struktury jemna, na-
- fervenald granulka, zhruba velikosti coxiell, Dal$im rozborem kolonii zjis-
té&no, Ze 8lo o ndhodnou 'spontanni kontaminaci kufecich embryi pleuro-
pneumonickymi organismy, jak to bylo jen asi ve dvou pfipadech wve své-
tové literatuie popsano. |

Popsané methody k mnoZeni rickettsii jsme pouZili ke zji§téni jejich
resistence na antiseptika. Jak zndmo, povaZuje se Coxiella Burneti za
vyjime¢n& odolnou proti vyschnuti a jinym zevnim podminkam ve srov-
nani s jinymi rickettsiemi. Udaje v literatufe jsou v8ak =asti kontra-
diktorni a mepfesné. (PreZiti Coxielly burneti v mléce pti 63¢ C po «dobu
30 min.). Nam &lo o prakticky zholnotitelny prizkum citlivosti ‘Coxiella
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.‘_burne;ti: na antiseptika v na8ich laboratotich nejtasté&ji pouZivans, t. j.chlora-
min a Agatin, Za tim Gcelemn jsme smisili Casteéné purifikovanou suspensi ko=
xiell (v bilkovinném prostfedi) jednak s 1%9; mroztokem chloraminu S,
jednak s 1/5% roztokem Ajatinu. Ke kontrolni stejné suspensi jsme pfi-
dali fysiologicky roztok se stejnym pH jako antiseptika. Po 15minutové
dobé& kontaktu byly wvtfikovany suspense jpodle b&zZné methody do Zloutko-
vich vakfl, Pokus, i kdyZ jsme si védomi vSech jeho nedostatkfli, nam
ukazal, Ze ndémi pouZitd antiseptika v uvedenych koncentracich a 15mi-
nutovem kontaktu niCi vitalitu koxiell do té miry, Ze se ve Zloutkovych
vacich jiZ nemmnoiZi. Podotykame, Ze se v literatufe beéZné uvadi Zefirol
(l14&tka analogickd mnaSemu Ajatinu), jako antiseptikim bez =zvlasStniho
ricketitsiocidniho G€inku. Riist embryi nebyl mijak pferu'éen :maly‘mi kvanty
antiseptik, ktera byla s koxillami vst¥iknuta.

~ iSerodiagnostika Q rickettsiosy — a& je {pro pozdni wvyskyt specific-
kych titrt vé&tSinou retrospektivni — je nesporné€ mejdaleZitéjsf. Je hlavnim
voditkem pfi epidemiologické idepistaZi lidskych pfipadh podle Dierckse
a Smadela ani [plrov-edeni vytlatné kury aureomycinem mezamezi tvorbu
protilatek, jen ji zpomali a sniZi snad jejich potencidlnf hladinu (a u vét-
8ich domestikovanych =zvifat) vé&tSinou inaparentni nebo nejvyse swb*kh-
nicky prb&h) je dokonce zatim jedinou diagnostickou mozZnosti, -

. Na rozdil od jinych rickettsios lze u Q horetky pouzZit pouze spe-
cifickych seroreakei, coZ diagnostiku velmi 2znesnadiiuje, jeZto vyroba
antigenu je obtiZnd a velmi draha. Dosud se béZné€ uzivd téchto reakci
k diagnostice lidskych i zvifecich infekei Coxiella bur.: aglutinace, fixace
komplementu a %Kkonglutinace. R¥suje se 'pouZitelnost nalezu =zvySeného
titru opsonintt (Victor-Raymond a jini), jeZ u ostatnich rickettsios dava
pry neselhavajici a vysoce specifické vysledky. |

- Propracovali jsme vSechny ti#i uvedené methody. S konglutin aci
(Wolfe-Kornfeld), u niz se (jako bézné) uZiva sera hoveziho a kon-
ského jako komplementu, jsme zatim meméli dobrych vysledkir. Uzna-
vime ovem, Ze je methodou volby ve veterinarni praxi, nebot p¥i patrani
po zdroji coxiell v hovézim dobytku dava pry nepomérné vyssi titry
nez bézna vazba komplementu a Ize ji pouzit i tam, kde JEOU sera silné
antikomplementarni.

Aglutinace Je snadna a velmi tsporna reakce, kterou doporucujeme
jako orientaci pi#i patrani vSude tam, kde je nutno zpracovat velika
monZstvi epidemiologicky nejasného materidlu, M4 dvé nevyhody:

1, Lidska i zvifeci sera |po fprob&hnuti nemoci maji jen relativné nizke
titry v seru (1:5 b&Zn&, 1:10 a 1:20 maxim4iln& podle masich zkuSenosti),
takZe hranice mezi specﬁmkou a nespecifickou hladinou je fzka. -
- {2. Nepodafi se vzly vyrobit antigen tak homogenni, jaky je nutny |
pro bezvadné kontroly. K mprovedeni aglutinace doporucujeme methodu
Urbachovu nebo Giroudovu. Sera se Tedi ve zkumavkach, potom se na
sklitkdch nanese a smichd vZdy 1 kapka antigenu a 1 gts. fedémi sera.
Slkitks se vloZi do Petriho misek s vihkou bunidinou a daji do thermo-
statu pFibliZné na 4 hodiny. Po této dobé se aglutinity odéitaji bud -v kap-
kéch na temném pozadi binokuldrni lupou, mebo se nechaji zaschnout a
barvi podle Giemsy {(Giroud). |

- Bylo jiZz naznadeno, Ze priprava antlgenﬁ ze Zzloutkovych vakial je
velmi pracna a neasporna. NasSe zkuSenosti potvrdily bézné nidaje v li-

teratufe, Ze jako zdroje antigenu lze pouzit skuteéné pouze takovych
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kettsii. _ |

Na rozdil od vétSiny ostatnich rickettsii memaji coxieily rozpustné
antigenni komponenty, takZe hodnota a specifita je primo imérna poctu
koxiell, jejich neporuSenosti a stupni purifikace. '

Snazili jsme se opdtovnd zlepsit Fidké rickettsialni antigeny wltra-
centrifugaci. Ani to vSak pravidelné nevedlo k uspéchu, nebot obratky
v podtu do 10 000 nejsou schopny purifikované rickettsie kvantitativne
koncentrovat a nad 10 000 vytvareji sediment tak husty,z e je ho nutno
homogenisovat do zmenSeného kvanta suspendujici tekutiny tfepanim se
sklenénymi perlickami. Tim se v8ak opét porusi protoplasma -coxiell a
antigen podstatné ztrici na své sile a gpecifité.

zloutkovych vaki, které obsahuji ':ve-'liké, kvanta zcela neporuSenych ric-

Veelku jsme pouZili t¥i method k vyrobé antigenu:

1. Toppingovy-Shepardovy,
2. Urbachovy,
3. nasi vlastni modifikace.

(Prvé dva zpusoby jsou b&%né znidmy a uvedeny v piisluiné litera-
tufe (viz pFilozeny seznam literatury). NaSe modifikace se naim zvlasteé
osvéddila tam, kde Zen rickettsii ze Zloutkovych vaki byla pomérné ridsi,
a lze ji pouzit dokonce i v takovych piipadech, kde-Zloutkové vaky, ob-
sahujici jinak hojnost rickettsii, jsou slabé druhotné kombinovany, jeZto
bakterie, patrné jako specificky o mnéco téz3i, zistanou we fazich, které
se odstrani. |

Postup je asi tento: |

1. 109 suspense zmrzlych Zloutkovych vakf zhotovend v turmixu
se neché zmrznout dva aZ tii dny pfi —150 C. |

2. Po rozmraZeni se p¥idd formol do celkového kvanta 0,2% a lehce
centrifuguje k odstranéni hrubych partikuli. | .,

B. Ke zbylé suspensi se pfidd 1% objemu cCistého etheru, proifepe a
necha rozdélit v lednici pfi + 7o.

4. Druhého dne jsou patrny v rozi€lovaci madobce tri faze, z nichZz
hofenni Zlutd vrstva etheru neobsahuje rickettsie a odstrailuje se. Nej-
spoiindjdi, téméF &ird fAze obsahuje zcela nepatrné kvantum koxiell a 1ze
ji rovnéZ odstranit. Stiedni fize obsahuje wvelké kvantum koxiell a zpra-
covava se dale, .

5. Stiedni fdze se pievede ma pH 5,0 a centrifuguje 15 hod. pfi 10 000
obratkach v horizontdlni centrifuze, &imZ se vytvoii op&t tri vrstvy,

- a) zcela nahofe se usadi hutny, Zluty lipoidni Skraloup, b) pod nim
relativnd &iry supernant, ktery m4 sotva prokazatelné kvantum rickettsii,
<) na dné zbyva hutny, kaSovity sediment, Spinavé Sedé barvy, obsahujieci
velik4 kvanta rickettsii, | |

6. Lipoidn! 3kraloup i supernatant se oddé&li. KaSovity sediment se
vypldchne, zfedi (na desetinu pfivodntho objemu suspense Zloutkovych
vakf@t (fysiologickym roztokem s méaraznikem, lehce homogenisuje periic-
kami a pH se upravi na 7,2. | )

7. Prida se znovu 1% objemu etheru a 5—7 minut silng tfepe ve tfe-
padce. Po protiepani se vleje po «druhé do rozdélovaci nadoby a necha pres
noc pri -+ 7° C. , - . S
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8. Za 24 hodin se vytvoli opé&t tii vrstvy. Nejhofej8i naZloutla ¥rstva
etheru se odleje, milo objemné vrstva se vypustf, odetherisuje a p¥edsta-
vuje ndm malé mnoZstvi stfedné silného, ale velmi- purifikovaného a homo-
genniho antigenu, ktery je zvl1dsts vhadny pTo a.glutm&ce Hlavnim ziskem
je vSak ndpadn& voluminosni stf‘edm faze, fvelrm jemné kolondni obsahmnci
nejvétsi mnoZsbvi coxiell. :
9. Voluminoshi a jemné& koloidni stfedni faze se zcentrifuguje na dby-
Cejné centrifuze pf¥i 3000 obritkach, B&hem 20 minuf se vytvof'i na povrchu
tekutmy hutn.é. huspenmowté zatka =z lnpoprotemﬂ pod niz je kalny tekuty

ﬂbytek

- Tabulka 1. V)?sledek vySetfovani ser na Q-horec¢ku razného pﬁ#odﬁ.

L
— ' T -

Pavod sera - | Pocet ser I Positivni l Néuréitj'r -

Laboratorni pracovnici MILFKU | 34 | 4 a)

Zamdstnanci jatek 32€ | 6.

Odd. prim. Dr Trojana (Kr¢) | | .;30 br) . : 1 |

i’f‘ipady podezf-elé z Q-hpreéky | | . |
Z teréml (doc. Raska) - 8 7 ¢) 1
‘Détské klinika - - | | BN A A 1 d) “

Celkem Vysetrenych ser 139 19 | 1
| Ovce z ustavniho chovu e) 10 B 3 f) |

a) vesmés z t.riml.o.giéké‘ labor&tofe,'

b) atypické pneumonie-ornithosy?

c¢) kontrolni sera z poéatku nemoci byla vesmés negativni,

d). bronchopneumonie, | - -
e) v bezprostredni blizkosti vlmloglcke laboratore,

-f) 2 dospéle ovcee, 1 ]ehné

¥

- 10. Huspenmové zatka se prorazi pipetow 1zkalen3'r tekuty zbytek se
odplpetw,]e a Zzbaven etheru, pfedstavuje ndm jbohaty antigen v koncentro-

vaném stavu.
K tomuto antigenu, ktery je n&kdy pro svou bchatost lehce antikom-

plementdrni, se pifidd 1% merthioldtu zfedéného 1:100. Red&nim (pojdle ob-
sahu rickettsii obvykle 1:2 i vice dostaneme z koncentrovaného antigenu
antigen pouZitelny pro fixace, vysoce ho:lfnotny a. specﬁmky, jiz Ibez a.ntl-
komplementdrnich vlastnosti,

. -Nami vyrobené antigeny byly tl‘tmvany proh posﬂ:mnmn a mega‘tw-
nim lidskym sertm i proti seru-immunich moréat, Nejvétsi zfedeni anti-
genu, které reagovalo s nejvétSim efedénim positivniho sera, bylo vzato
za antigenni jednotku. Ve vlastni reakci bylo bézné pouzivano 2 jed-
notek antigenu. Pri redéni ser, ant1genu 1 komplementu Jsme bézné po--
uzivali veronalového néirazniku, komplement prididvan v mnoZstvi asi
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1% jednotky. Vazba se providéla bud cestou lednifkovou podle Kol-
mera, nebo béZnymi methodami. Sera Fedéna v dvojnisobcich postupné
od 1:5. Moréeci sera 4—5 tydni po hore¢naté fazi mivala titry az do
zredéni 1:320. U lidskych ser s naSim antigenem jsme prozatim nezjistili
viyssich titrd mez 1:80. Za jasné positivni jsme povaZovali lidski sera,
ktera davala reakei alespont ma +- do titru 1:20, za suspektni i 1:10.
Pochopitelné plati i pro fixace komplementu u Q horecky tytéz zasady,
Jaké se postulujl pro fixace u virusovych chorob obecné. To znamena,
ze lidska i mvifeci sera majt byt aZz do okamziku zpracovani uchovéana
zmrzla, a pokud Ilze, je nutno hodnotit vysledky ziskané vySetfenim
alespon dvou ser z jednoho pacienta, t. j. z faze akutni a z faze rekon-
valescentni. |

Prozatim ziskané 'vysledky jsou patrny z prehledné tabulky. Pocet
fixaci byl ovsem daleko vétsi, nebot 'jsme vétSinu ser vysetfovali opé-
tovnd, za pouZiti rtznyeh vzorkil nasSich antlgenu

DISKUSE

Prehledem vysledkli seroreakei uzavirAme prvou c¢ast své prace
s Coxiella burneti. Hlavnim ziskem této €asti nasich studii bylo ziskani
osobmc*h zkuSenosti v praci s coxiellou a osvojeni si pracovni methodlky
do nejmensich podrobnosti. Béhem pracovniho postupu doslo u nas k né-
kolika laboratornim infekeim, jejichz klinicky rozbor bude podan na
jiném miste. Jakymsi ziskem z téchto mevyhnutelnych prihod bylo to,
Ze nasi rekonvalescenti zustali po delsi dobu zdrojem imunniho sera, jimz
jsme mohli provéi’*it specifitu a kvalitu ndmi vyrobenych antigenti. No-
vum nasi prace je Jednak prinos k experimentu s coxiellami a pak nase
methoda vyroby antigenu, kteri se zda sice na prvni pohled kompliko-
vana, ve skutecnosti vsak je snadni a dava velmi dobre vysledky i tam,
kde by antigen podle cizich method nebyl kvalitni.

NaSe seroreakce podaly po prvé mesporny diukaz o tom, Ze @ ho-
recka existuje i v Ceskoslovensku, jak jsme jiz ostatné drive predpo-
kladali. Zajimavym wvedlejSim pozorovanim je inaparentni infekce mezi
nasemi ovcemi, kterou mozno oznacit s nejvétsi pravdépodobnosti takeé
za laboratorni, nebot jsou chovamy v pomérné blizkosti naseho Viro-
logického pracoviste. |

RESUME

1. Autotfi popisuji svoje laboratorni zkuSenosti s Coxiella burneti, a
to zcasti za pouziti rumunského Ekmene zachyceneho na morceti, z véth
¢asti na kmeni Henzerling.

2. Oba Kkmeny pasaZovany nejdrive na moméatech pozdé&ji, ze;’méua
kmen ‘Henzerling, adaptovany na Zloutkové vaky kufecich embryi. Jsou
podrobné vyliCeny tinkiéni vlastnosti a mikroskopickd charakteristika
rickettsie ve spolupraci s Elektronoptickym tstavem Ceskoslovenské aka-
demie wvéd, zhotoveny elektrorno{ptadké anﬁmky coxiell, lzﬂsilcamé purrflﬂ{aci
kmene Henzeérling. | | -
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7~" B. Ve shodé s b&nymi fidaji v literatufe ovéfena experimentélini patho-
genita koxiell na morcéatech, syrskych k¥ecich a mySich. Zvi4sts Gspé&Snou
se ukazala inokulace rbckettsm- do predni o¢ni komory mordéete, Propra-
covana methodika experimentalniho prikazu Q horelky pokusem na mor-
catech § imunnimi kontrolami a jeji cena ovéfena u dvou piipadi labo-
ratornich infekci, Casteéné purifikovani suspense coxiell zZkouSena na re-
sistenci proti antiseptik@m, pri éemZ zjisténo, Ze 0,5% roztok chloraminu
S a 0,59 roztok Ajatinu po 15 minwtovém plisobeni inaktivuje k&xlelly
pro pomnozZeni ve Zloutkovém wvaku.

4, Z kmene Henzerling pfipraven antigen a podle methody To'p;piingovy-
Shepaniovy, b) Uwrbachovy, ¢) podle vlastni modifikace autortt za pouZiti -
nejprve dlouhodobeho zmrazeni Zloutkovych vakf@ a dvojnasobného tiepani
s etherem. Antigen ovéifen jednak serem hylperilnunnich morcat, jednak se-
rem rekonvalescentd po Q horeCce, ziskanymi pri labora,tarntoh pokwsech

s 'Koxiellou,

5. Za pouZiti reakce fixaci komplementu s antigenem a) a zejména
e) ‘zjistéma Fada lidskych piipadit Q horetky v Ceskoslovensku, a to ne-
jenom v pfipadech laboratornich infekei, nybrZz i u epidemiologicky ne-
jasnych -atypickych pneumonii a dale u zaméstnancl praZskych jatek.
Koneéné potvrzen jako Q horectka Jede:n hromadny vyskyt atypnckych
pneumonn. na venkove, jiz epidemiologicky vysoce suspektini.

PE3IOME

-. 1. ABTOpHI ONKCBLIBAIOT JA6GOPAaTOPHBIY OHHT HccaefoBanus Coxiella burneti
a UMEHHO, OTYACTH NPH NPUMEHEHHH DYMBIHCKOTO IITAMMAa, KYJbTHBHPOBAaHHOIO
Ha MODCKOH CBHHKe, GojbLIeH e YacThl0 Ha TaMMe I'eHLEepJIHHT.

2. O6a mraMMa KyJIbTHBUPOBAJIMCh CHAYAJa HA MOPCKHX CBHHKAaX, INaB-
HhIM o0pa3oM mITaMM | eHIepJaHHr, alalTHPOBAHHBIH Ha XeJTOYHBIX MelUKax
KYPUPHBIX 3MOpHOHOB. IlogpoGHO oNnuCaHbl KPACHIbHBIE CBOHCTBA MU MHKPOCKO-
NHYeCKad XapaKTepUCTHKA PUKKETCHH; NMPH COTPYAHHUYECTBE C INCKTPOHOITHYE-
CKHM HHCTHTYTOM. HexocjoBaukod AxaaeMuH Hayk OHJIH M3rOTOBJIEHBl 3JIEK-
TPOHONTHUYECKHE CHHUMKH KOKCHEJIJI, IMoJIyUeHHbIE OYHINEHHeM IuTamMMma l'enuep-
/IHHT. ~

3. CorinacHo ¢ COBpeMEHHHMH JNAHHHIMH JIMTENATYPH OblIa HA MOPCKHX
CBHHKaX, CHPHHCKHX XOMsIKaXx H MBbIIIKaX MpOoBepeHa 3KCNePHMEHTAaJIbHASA [1aTO-
reHHOCTb Kokcuesa. OCOOeHHO YCHEUIHOH 0Kas3aJjach HHOKYJASLUHS. PUKKETCHH
B MepeHI0 KaMepy rjasa MODPCKOH CBHUHKH., PaspaGoTaHa MeTOAHKa 3KCIepH-
MEHTAJbHOI'O JOKa3daTesibeTBa () JMHUXOpaAKH NPH NOMOHIH ONbITA Ha MOPCKHUX
CBHHKaX ¢ MMMYHHBIMH KOHTDOJIAIMH U B ABYX cay4asx naﬁopaTopHHx HH(peK-
10787 NpPOBEPEHO ee 3HaYeHHe, [IpousBeieHO HUCCIEeIOBAHHE YCTOHYHBOCTH YACTHYHO
OYHIIEHHOH B3BECH KOKCHEJJ IPOTHB AHTHCENTHYECKUX BelecTB, MpHuyeM ObLIO
ycraHoBaeHo, 4T0 0,5%-ubiit pacrBop xnopamuaeS u 0,5%-HbHi pacTBOp asiTHHA
nocje 15-MHHYTHOro JeHCTBUSI WHAKTHBHDPYIOKOT KOKCHEJJIBl AAS paSMHO}KEHHﬂ_
B XKETOYHOM MeIlKe,

4. VI3 muramMMa I'eHuepJuHr GBI NPHUTOTOBJEH AHTHTEH: a) no Merony Ton-
nuur-llenapaa, 6) no Merony ¥p6axa u B) mo cOGCTBeHHOR MOAHGHKAIMK aBTO-
POB IIPH IDHMEHEHHH CHadaja JOJI'OBPEMEHHOI'0 3aMODPAXHBAHUSA KEJTOUHBIX
MEIIKOB M JABOHHOrO BbIAeJEHHA 3¢upoM. AHTHreH OBII NMPOBEPEH KaK NPH IO-
MOIIH CBIBOPOTKH THIIEPHMMYHHBIX MODCKHX CBHHOK, TaK H CBIBOPOTKH BBI3JIO-
paBiaMBAlOWIUX Mocje Q JIHXOpaAKH, MOJYYEHHOH mpy JaGopaTOpHBIX OnBITaX
C KOKCHEeJIOH.

5. IlpuMensis peakuuio CBSI3LIBAHHS KOMILIEMEHTa C AHTHTEHOM a) H 0CO-
OeHHO ¢ B), aBTOPHl YCTAaHOBHJH paAn 3aboneBaHHi Juxopaakoiln Q y xurejel
Yexoc/IOBaKHH H TO He TOJBLKO B CJAyYasx JabopaTopHbiX HHOPEKUUH, HO U Y 31U~
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AEMHOJOTHYECKH HEeSICHbIX aTHMHYHLIX THEBMOHHH, Hajiee Y CAYKAIIHX NPaXKCKOH
GoitnH, Kpome 39Toro, OHJIO MOATBEPKAEHO, KAK JHUXopaika Q, MaccoBoe MO-
fBJICHWE B NMPOBUHUMH ATHIIMYHBIX ITHEBMOHMH, IMHASMUOJOTHUECKH YXKE BeChMA
MOAO3PHTEJIbHbBIX. - o | | - Mn.

SUMMARY

d,- Authors describe their experiments with Coxiella burneti, partly
using the roumanian strain preserved in a guinea-pig, mainpartly using
the Henzerling strain. | | ~

2. Both strains first underwent several passages on guinea-pigs, later
on ‘and especially the Henzerling were adapted on yolk sacs of the chicken
embryos. The staining properties and microscopical characteristic of
ricketftsia are described. In cooperation with the Institute for Electron-
optics of the Czechoslovac Academy of Science the electronoptic pictures
of coxiella were studied. |

3. The pathogenic properties of coxiella for guinea-pigis, syrian hamsters
and mice have been found similar -as usually described in bibliography.
Particularly successful proved to be the rickettsia inoculation in the
anterior chamber of the eye of guinea-pig. According to own experiments
of authors a 0,6% wsolution of chloramin § and 0,5% solution of ajatin
inactivates coxiella for its growth in yolk sacs after 15 minutes of contact.

4. Three methods of preparing antigens from infected yolk sacs have
been developed. The antigen a) Topping-Shepard’s method, b) Urbach’s,
¢) authors own modification, employing first long ifreezing of yolk sacs
and twice shaking with ether. The antigen has been titrated first against
the serum of hyperimmune guinea-pig, secondly against convalescent’s
serum after the laboratory infection with coxiella.

0. A Jot of Q fever human cases in Czechoslovakia were :discoverd, by
using the reaction of complement fixation with the antigen a) and espe-
cially c¢), including several cases of laboratory infection, some cases of
epidemiologically obscure atypical pneumonia or influenza like illnesses
of employees of the Prague slaughter<house. Finally a small epidemy of
atypical pneumonia in the country, epidemiologically highly suspicious, has
been also confirmed as Q fever.
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