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ABSTRACT

Botulotoxin: dangerous poison or useful remedy?

Regarding present awareness of biological agents and the possibilities for terrorist
groups several possible sources, which are most likely to be abused in biological
weapons and subsequent spread of these diseases (sources) in population have been
addressed, botulotoxin is one of them.

Poisoning with botulotoxin (botulism) is a possible variant of bio-terrorist attack,
which is considered real at present..

Botulotoxin is used in cosmetics, particularly for smoothening wrinkles, and is also
applied in medicine.

The aim of my thesis was to gather summarized information on botulotoxin and the
possibilities of its abuse as poison for terrorist attack, to enlighten its availability, the
way of use by terrorist, a scenario of such an attack, the clinical progress of poisoning,
possible mortalities and preventive measures minimizing them, the issues of using
botulotoxin as medicine in present health care and evaluation the possible consequent
risks, and evaluation of awareness of botulotoxin and bio-terrorism in general among
general public and professionals.

H1: Professionals consider botulotoxin one of the poisons most likely to be used as
an instrument of bio-terrorism and has been high attention paid to its study.

H2: General public more perceive botulotoxin as cosmetic preparation for
smoothening wrinkles in a face and it has only a few informations of its terrorist abuse.

Verification of the first hypothesis was performed at theoretical level by studying
professional literature its critical assessment and consultation with experts. All available
publications on botulotoxin and its relation to bio-terrorism of the last ten years were
collected, and the reasons why botulotoxin is considered to be a suitable instrument of
bio-terrorism as well as a suitable instrument in medicine and cosmetics.

Verification of the second hypothesis was performed by investigation in the form
of a questionnaire research. A questionnaire enabling to find out awareness of

botulotoxin and bio-terrorism in general among the public was compiled. The research


http://slovnik.seznam.cz/search.py?lg=en_cz&wd=attention%20paid%20to

was conducted among the general public and among professionals, represented by
members of the Integrated Rescue System in Ceské Bud&jovice. The questionnaire
consists of 18 questions. The samples of both the groups include 100 respondents,
stratified selection of whom was performed upon consultation with an expert.
Questionnaire evaluation was performed in 2 spheres. The first sphere deals with
identification data and the second with general awareness. The aim of this work was to
find out what the awareness of botulotoxin and bio-terrorism in general the general
public and professionals was like.

Finally I analysed the research results and the formulated hypotheses The research
results have confirmed my hypotheses. They show that the examined general public
sample and the sample of professionals could not have been chosen from an identical
outside group, the difference between them is statistically significant. Professionals are
statistically significantly better aware of botulotoxin features than the general public.

This thesis represent an information source for those interested in these issues,

particularly for the Integrated Rescue System units.
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UvVoD

V soucasné dobé se vSeobecné diskutuje problematika prevence, ochrany a
represe pro tzv. ,,nové hrozby terorismu®, mezi které se mimo jiné pocitaji i biologické
utoky. Mezi biologické prosttedky, které poCitdme mezi zbran¢ hromadného niceni patii
bakterie, viry, patogenni houby a toxiny.

Toxiny, diky védeckému pokroku poslednich let, se daji snadno vyrobit i ve
vetSim mnozstvi a jsou obavy, ze by mohly byt zneuzity jako néstroj bioterorismu. Ve
srovnani s ostatnimi zbranémi jsou biologické zbrané unikétni co do rozmanitosti. Rada
riznych pivodct mize byt pouZita jako biologickéd zbran a kazdy miize mit naprosto
odlisny efekt, tyto rozdily jsou dany rozli¢nou vybavou jednotlivych pivodci.
(botulotoxin). Botulotoxin jako biologickou zbran ptfedurcuje fada charakteristik véetné
snadné produkce ve vétSich kvantech, moznosti dlouhodobéjsiho skladovani, extrémni
toxicita, vysoka letalita a nutnost ndkladné a dlouhodobé péce o postizené.

Hlavnim cilem mé prace je objasnit vyznam botulotoxinu jako jednoho
z prostfedkll bioterorismu a zjistit stupenn informovanosti obyvatelstva o botulotoxinu
jako jedu, moZzného nastroje bioteroristického utoku.

Toto téma jsem si vybrala, abych si rozsifila znalosti o Cl. botulinum, jako
nebezpecného jedu, ale také jako pfipravku mediciny souc¢asné doby. Doufam, ze prace

bude pfinosem nejen pro mne, ale i pro dalsi zajemce.
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1. SOUCASNY STAV

1.1 Historie zneuZiti biologickych agens

Vyvoj a testovani botulotoxinu jako biozbrané zacalo jiz zhruba ptred 60 1éty. Jiz
v 30. létech minulého stoleti, po obsazeni MandZuska, experimentovali japonsti
biologicti odbornici, soustfedéni v jednotce 731 (Water purification unit),
s botulotoxinem a C. botulinum na zajatcich. V prubéhu 2. svétové valky, v ramci
biozbrojniho programu armady Spojenych statd americkych, byla testovana vyroba
botulotoxinu ve velkych kvantitich. Vzhledem k obavam, ze némeck4 armada rovnéz
disponuje velkymi kvanty botulotoxinu bylo vyrobeno vice nez 1 milion davek
botulinového antitoxinu pro spojenecké sily, které se vylodily v Normandii.

V roce 1925 byl podepsan Zenevsky protokol O zakazu valeéného pouziti
dusivych, otravnych a jinych plynt a bakteriologickych zpiisobii boje. Ptesto si nékteré
staty, véetné Spojenych statli a tehdejSiho Sovétského svazu, formalné vyhradily pravo
pouzit takové zbran¢ ve smyslu odvety, pokud tyto zbran¢ budou pouzity protivnikem.
To ve své podstaté¢ znamena moznost a pravo biologické zbrané skladovat.

R. 1932-1945 Japonci vytvoftili bojovy biologicky program zndmy jako Jednotka
731 (Unit 731). Byly vyuzivany experimenty na lidech. Odhadem zemielo na 3 000
vézit. Tato jednotka byla zaloZena japonskou cisaiskou armadou v severozapadni Ciné
v Ping Fan, v okupované Manchurii. Jednotka byla rozmisténa na plosSe 6 km? a
zaméstnavala v té¢ dob¢€ udivujici pocet (3 000) japonskych Iékari, technikl a vojaki.
Jednotka méla 8 oddé€leni pracujicich na biologickych zbranich od téch, kterd se
zabyvala vyzkumem a kultivaci patogend, pfes oddéleni odpoveédna za testovani na
zvitatech a lidech v laboratotich a v poli, az po oddéleni, ktera vyvijela specidlni bomby
¢1 plnici pera nebo vychazkové hole slouzici rovnéz jako kontejnery pro biologické
zbrané. Na svém vrcholu jednotka produkovala 300 kg cistych bakterii moru kazdy
mésic. V ptipad¢ potfeby by mohla vyrobit 600 kg ptivodct antraxu, 900 kg pivodct
tyfu nebo 1 000 kg cholerovych vibrii (ptivodcii cholery). Morova tovarna byla schopna

kultivovat a poté ,,sklidit* 45 kg morovych blech ve velice kratkém Case. Jednotce velel
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general Ishi, presvédCeny o mozném ni¢ivém potencialu biologickych zbrani.
Skute¢nost, Ze biologické zbran& byly zakazany v roce 1925 Zenevskym protokolem, ho
utvrzovala v pifesvédéeni o jejich mozném devastujicim dopadu. Byl vzdélan
medicinsky se specializaci v mikrobiologii a imunologii. V mirové dob¢ byl stresovan
nemoznosti provadét pokusy na lidech. Po nésilném obsazeni mésta Harbin v roce 1932
byla vybréna vesnice Beiyinhe, kde existovalo mistni vézeni s lidmi rizného plvodu —
Cinany, Rusy, Mongolci, Korejci, ale i Evropany. Tak za¢al hororovy scénéf, ktery
nema ve svétovych d¢jinach prakticky obdoby. Byly provadény rizné experimenty
s biologickymi piivodci (mor, tyfus, paratyfus A a B, neStovice, tularémie, infekéni
Zloutenka, plynatd snét, tetanus, cholera, uplavice, vozhfivka, spala, klistova
encefalitida, krvacivé horecky, cerny kasel, zaskrt, pohlavni choroby, tuberkuldza,
salmonel6za a mnoho dalSich). Napiiklad se provadély pokusy s plynatou snéti, pfi
nichz byli vézni vystaveni pisobeni bomb obsahujicich bakterie plynaté snéti. Aby
nezahynuli diky explozi, byli jejich hlavy a trupy chranény specidlnimi kovovymi Stity.
Poté byl tyden sledovan celkovy efekt do té doby, nez vSichni postizeni zemieli. V&zni
byli nuceni jist ¢okolddu infikovanou antraxem, suSenky s morem nebo pit mléko
infikované cholerou. Vézenkyné byly cilen¢ nakazeny riiznymi pohlavnimi chorobami,
naptiklad syfilis. V fad¢ ptipadi pak byly provadény pitvy jesté za Ziva bez pouziti
anestetik. Prvni biologicky tutok byl proveden vroce 1939. Ishii vyslal specidlni
jednotku, kterd nesla 22,5 kg bakterii zptsobujicich salmonelézu a tyfus, a poté je
vypustila do feky. Po odebrani vzorkil z feky se skupina vratila zpét. Efektivita této
operace nebyla nikdy vyhodnocena.

R. 1933 Biologicky program v Sovétském svazu byl dan pod kontrolu OGPU,
pfedchiidce KGB. Soucasné byla vytvoiena maléd laboratot v Suzdalu. V témze roce
oteviela armada Védecko-vyzkumny institut mikrobiologie ve vesnici Perkuskovo u
Moskvy jako hlavni zdkladnu. Dalsi laboratofe vznikly pii Vojenské akademii
v Leningradé.

R. 1940 Japonci zautoc€ili na mésto Changchun cholerou. Ishii presvédc¢il mistni

organy, ze je tieba ockovat populaci proti epidemii cholery a poté provedl o¢kovani
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roztokem plnym cholerovych mikroorganismi. Epidemie se brzy rozsitila v celé oblasti.
Je odhadovano, Ze zemielo 10 000 civilistid a 1 700 japonskych vojaki.

R. 1942 Britové testovali antrax na ovcich na skotském ostrové Gruinard, ktery ma
pouhych 550 akrt a je vzdalen 3 mile od severozapadniho pobiezi. Byly pouzity prvni
zapadni bomby s antraxem (25librovy prototyp). Po dobu 2. svétové valky panovaly ve
Velké Britanii obavy z moznosti vyuziti stfel V-1 k dopravé bakteriologickych zbrani
na Londyn, proto byl vlastni vyvoj pomérné intenzivni. Neobydleny ostrov byl po
dlouhou dobu kontaminovan nadlimitnimi davkami. Diky tomu se podafilo prokazat, ze
spory z pouzitych antraxovych bomb byly Zivé jesté o 40 let pozdéji. Proto v roce 1986
byla provedena na celém ostrové dekontaminace za pouziti nékolika tisict litrii
formaldehydu.

V roce 1942 Spojené staty zahajily vyzkum biologickych zbrani.

R.1942 Sovétsky svaz presunul své tajna zafizeni a laboratofe do Kirova, aby
znemoznil jejich obsazeni Némci. V roce 1942 se objevila rozséhla epidemie tularémie,
kterd postihla némecka vojska. I kdyZ pouziti biologickych zbrani neni zcela vérohodné
potvrzeno, experimenty Sovétl s timto pivodcem tularémie v této dobé jsou dobte
znamé.

R. 1943 Spojené stity zacinaji vyvijet antraxové zbrané. RovnéZ britské a
kanadské laboratofe se ucastni na tomto vyvoji, kdy antrax nese kédové oznaceni ,,N*.
Do roku 1944 jsou pripraveny tisice antraxovych bomb pro pouziti spojenci, avSak
rozvédka neméla zadné dikazy o tom, Ze nacistické Némecko rozviji své vyzkumné
kapacity k biologickym zbranim. Direktiva samotného Hitlera zakazovala uto¢ny
vyzkum biologickych prostfedkti. AZ pozd¢ji v pribéhu valky nékteti jeho podtizeni,
konkrétné fiSsky mar§al Herman Goring, podporovali vyzkum v malém tajném zatizeni
u Poznané v Polsku, kde byl pravé antrax zvazovan jako potencidlni biologicka zbran
jak proti lidem, tak i zvifatim. Valka skoncila diive, nez toto Gsili pfineslo jakékoliv
vysledky.

V roce 1945 epidemie antraxu zabiji v Iranu 1 000 000 oveci.

R. 1946 zacina se rozvijet rozsahly ofenzivni sovétsky biologicky program. V cele

je nechvaln¢ znamy Lavrentij Berija. Sovéti ziskali jak némecké technologie a zatizeni,
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tak japonské informace od spolupracovnikii generala Ishii. Vznika dlouhodoby
program, ktery ma vyraznou odliSnost proti americkému. Sovéti vyvijeji zejména
takové zbran€, proti kterym neexistuje ochrana. Jsou pro protivnika tedy podstatné
ziejma snaha myslet na zadni vratka, mit soucasné k dispozici ockovaci latku nebo 1éky.

R. 1947 Sovétsky svaz tajné¢ buduje zdvod pro masovou produkci biologickych
zbrani ve Sverdlovsku.

V 50. a 60. letech americky biologicky utocny program pokracuje po 2. svétové
valce v laboratofich Fort Detrick v Marylandu. V této dobé je program bohaté
financovan, dostavd vice prostfedkil, nez jsou vyzkumnici vibec schopni utratit.
Ackoliv jesté v 30. letech byly Spojené staty posledni ze svétovych mocnosti s ohledem
na zdjem o biologické zbrané, v 50. letech americkd armada vytvofila infrastrukturu
biologickych prostfedkt, o které general Ishii a jeho védci v jednotce 731 mohli jenom
snit. I ameri¢ti védci sami se zdrahali uvétit tomu, co vSechno bylo dokazano. Na
pocatku 2. svétové valky byla Britdnie prokazatelné napted ve vyzkumech
v experimentalnim zatizeni v Porton Down v oblasti Wiltshire. Ve srovnani s projektem
Manhattan, ktery mél vyvinout atomovou bombu, byl americky biologicky program
s rozpoc¢tem 3,5 milioni americkych dolart pomérné maly, avSak na konci 2. svétové
valky dosahoval rozpocet jiz 60 milioni americkych dolar. Nikdy ptedtim nebylo
vénovano tolik penéz, vybaveni a védeckého usili za ucelem vyroby biologickych
zbrani. Kli¢ovym faktorem byl vybér aktudlnich biologickych ptivodci. Pozadovan byl
mikroorganismus s vysokou virulenci, minimalni davkou vyvoldvajici smrt,
dlouhodobym efektem, spolehlivym rdstem organismu béhem masové produkce,
zivotaschopnosti béhem dlouhodobého uskladnéni, jednoduchou moznosti transportu,
schopnosti prezivat ve zbranovych systémech schopnosti ,,paralyzovat™ rozsahlé oblasti.
Roli hral rovnéz pozadavek, aby byla vyvinuta takova zbrai, kterd protivnika pouze
docasn¢ zneschopni, ale nezabije ho, nebo aby byl nalezen alesponl plivodce, ktery by
byl vysoce infekéni pro Cloveka, ale dale se neSifil. Svatym gralem biologického
utoéného vyzkumu je vyroba suchého bakteridlniho nebo virového pivodce. To je

kriticka cast vSech programi. Po zvazeni nékolika vhodnych mist byl zvolen Camp
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Detrick na upati hor Catoctin Mountains v zapadnim Marylandu, 80 km severozapadné
od Washingtonu. V dubnu 1943 se stal Camp Detrick (v roce 1956 pifejmenovan na Fort
Detrick) mozkovym centrem amerického programu. Byla zde provadéna inicializace a
koordinace veskerého laboratorniho vyzkumu, vyroba malych mnozstvi B-agens,
testovani, koordinace kontaktli s védeckymi kruhy a primyslem. V dobé nejvétsiho
rozmachu vroce 1945 zde bylo 1770 distojnikii a niz§iho persondlu pracujicich
v laboratofich s maximalnim nebezpe¢im. Byly vyvijeny 500librové prototypy bomb,
které obsahovaly mnoho malych bombicek a které byly shazovany z letadla. Tyto byly
schopny znicit lidsky zivot v okruhu 1 ctvereCni mile. Spoleéné s Brity byly
pfipravovany strategie, jak shodit stovky tisic 4librovych antraxovych bombicek na 6
némeckych mést (Berlin, Hamburk, Stuttgart, Frankfurt, Cichy a Wilhemshafen). Tento
plan vSak nebyl realizovan vzhledem k moznému katastrofickému scénéfi pro civilisty
zijici v okoli. Po ukonceni valky v roce 1945 se vyzkum v Camp Detricku orientoval na
puvodce, ktefi se jevili slibné jiz béhem valky, zvlasté antrax, botulotoxin, brucel6zu,
tularemii a papousci nemoc. V roce 1951, v dobach studené valky, bylo vSak vyuzivano
podstatné Sir$i spektrum pavodci a byly vyvijeny snahy, jak tyto plvodce vice
zefektivnit. V Pine Bluff ve stfednim Arkansasu byla jiz v roce 1942 oteviena velka
tovarna na chemické zbran€. V rozsadhlém aredlu na vice nez 5 500 hektarech pozdéji
vzniklo 1 nové zatizeni pod koédovym nazvem X-201, které mélo vyrabét a skladovat
biologické latky. Tato tovarna byla pln¢€ funk¢ni v roce 1954 a jejich 858 zaméstnancti
zacalo produkovat piivodce bruceldzy a tularémie. Pozdéji v roce 1955 byla produkce
rozsifena o antrax a botulotoxin. V roce 1963 byla tovarna zmodernizovana tak, aby
byla schopna produkovat i virové agens a puvodce Q-horecky. Paralelné¢ v Camp
Detricku probihal program rozmnozovani infikovanych komérG urcenych k Sifeni
malarie a horeCky Dengue, blech prenaSejicich mor, choleru, antrax a dyzenterii a
klistat nakazenych tularemii. Ve dnech 20. az 26.9.1950 dvé minolovky rozprasily
miliony organismil Serratia marcescens u pobifezi San Franciska. Ackoliv se v té dob¢
vétilo, Ze tento mikroorganismus je neSkodny, o 3 dny pozdé&ji se objevilo nékolik
pacientd s onemocnénim vyvolanym timto ptvodcem, jeden muz zemiel. Podle

nepotvrzenych zdroji mohly vSak pocty obéti dosahovat stovek az tisicti. V roce 1957
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byla zahajena dal$i série testi za ucelem zamoieni rozsahlych oblasti biologickymi
pluvodci rozpraSenymi z letadel ¢i pohybujicich se automobilt. Zjistilo se, ze pokud jsou
Castice dostatecné malé a smér vétru odpovidad potfebam, mohou snadno pokryt tisice
km? Vroce 1958 byla vyvinuta prvni raketa schopna nést hlavici s biologickym
obsahem — 762 mm Honest John, s dosahem 25 km. Kritickym posunem ve vyvoji byla
schopnost zamrazit suchym zptisobem velké mnozstvi tekutych piivodci. V letech
1963-1969 probihaly pokusy na Johnstonové atolu v jiznim Pacifiku, které jsou
doposud zahaleny tajemstvim. Testovany byly tularémie a Q-horecka. Aerosol byl Sifen
z letadel a t¢inek byl hodnocen na testovanych zvitatech.

R. 1953 je v USA zahdjen obranny medicinsky program, ktery pokracuje doposud
pod ndzvem USAMRIID a stejny ndzev nese i vlastni institut pro vyzkum infekénich
nemoci.

Az 1.1954 védci detailn¢ popisuji, jak bakterie antraxu vyvoldva onemocnéni —
produkuje toxin.

R. 1954 v Aralském mofi byla oteviena testovaci zakladna na ostrové
Vozrozdénie. Jednotlivé mikroorganismy byly testovany na stovkach Simpanzi. Po
kazdém pokusu se védci snazili zasazenou ¢ast ostrova dezinfikovat, ale bez znatelného
uspéchu.

V roce 1969 Spojené staty a Velkéd Britanie oficialné ukoncily svilij biologicky
zbranovy program. Obranny biologicky program pokracuje.

R. 1970 byla vakcina proti antraxu schvalena americkou FDA (Utad pro kontrolu
1é¢iv a potravin).

R. 1972 v soucinnosti Spojenych statii, Velké Britanie a Sovétského svazu byla
dokoncena Konvence o biologickych zbranich, ke které se pfipojilo kolem 140 stati.
Tato konvence zakazuje vyvoj, produkci, skladovani nebo jinym zplisobem udrzovani
biologickych plivodcii nebo toxini v mnozstvich a druzich, které nemaji ospravedlnéni
z hlediska profylaktickych, ochrannych ¢i jinych mirovych divodi. Také zakazuje
zbran¢, vybaveni nebo prostfedky, které jsou schopny dopravovat tyto ptuvodce Ci

toxiny.
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R. 1972 rybaiska lod’ s nékolika Kazachy na palubé zabloudila v Aralském moii a
dostala se pftili§ blizko k ostrovu Vozrozdénie. Kdyz byli pozdéji ndhodné objeveni,
vSichni byli mrti. Pfi¢inou jejich smrti byl mor.

V obdobi kvéten 1971 az tnor 1973 Spojené staty nici zasoby biologickych zbrani.

R. 1973 Sovétsky svaz zaind rozvijet biologicky zbraiiovy program Biopreparat.
Vramci tohoto programu byly vyvijeny biologické zbrané na béazi uméle
modifikovanych mikroorganismt vyskytujicich se v pfirodé. Byly vyvinuty kmeny,

které jsou odolné proti celé¢ Skale soucasné¢ pouzivanych antibiotik, ale i proti

24

wev

které kombinovaly nékteré vlastnosti viri nestovic a Eboly. V ramci programu
probihaly rovné€z prace na ziskani viru z mrtvych tél obéti pandemie chiipky z let 1918-
1919, ktera se zachovala. Jednim z klicovych zafizeni, kterd se v tehdejSim Sovétském
svazu specializovala na vyvoj geneticky modifikovanych virovych agens a
chimérickych piivodcti, ktefi byli kombinaci nékolika smrticich mikroorganisma, byl
Vektor, 1 v USA nejvyse respektovana laboratot. Toto zatizeni se orientovalo na vyvoj a
masovou produkci virovych zbrani, vcetné¢ neStovic, horecky Marburg a Ebola.
Z bezpecnostnich divodd bylo zfizeno v malém sibifském mésteCku nazyvaném
Kolcovo, které se nachazi v oblasti Novosibirska. Dal§imi zatizenimi byly Sergijev
Posad (dfive Zagorsk), Kirov, Jekatérinburg a Strizi, které podléhaly pfimo ministerstvu
obrany.

V Bieznu 1975 Konvence o biologickych a toxinoych zbranich nabyva ucinnosti.

R. 1978 bulharsti agenti zavrazdili Georgi Markova, bulharského novinafe a
spisovatele v Londynské emigraci pomoci toxinu ricinu.

Béhem let 1978-1980 je dokonCena eradikace (vymyceni) neStovic. Svétova
zdravotnicka organizace oficialné vyhlasila eradikaci v roce 1980. Pouze 2 laboratofe na
svéte by mely mit pivodce nestovic, a to Centrum pro kontrolu nemoci v Atlanté (USA)

a pravé Vektor v Kolcovu, kam byl pfevezen z Ivanovského institutu v Moskve. Existuji
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vSak opravnéné obavy, ze zafizeni zabyvajici se biologickymi zbranémi mohou mit
urcité zasoby tohoto viru.

R. 1978-1980 v Zimbabwe se vyskytla pfirodni epidemie antraxu, kterd postihla
6 000-10 000 osob a zptisobila 100 umrti.

V dubnu az kvétnu 1979, ve Sverdlovsku doSlo k nehod¢€, kdy antrax zahubil
nejméné 68 osob. Podle nepotvrzenych zdrojl vSak pocty obéti mohly dosahovat stovek
1 tisicll. Specidlni jenské zatizeni ve Sverdlovsku (v anglosaskych zemich zndmé pod
krycim nazvem Compound 19) bylo zfizeno k vyrobé biologickych zbrani, zejména na
bazi antraxu. Ve skladech ho byly uloZeny stovky tun. V disledku nedbalosti personéalu
byl odstranén filtr z filtroventilacniho zafizeni a nebyl nahrazen novym. Novéa sména
zahgjila technologicky proces a infekéni materidl se dostal do zevniho ovzdusi.
Odhadované mnozstvi uniklého antraxu se pohybovalo v fadu kilogramt. Pouze diky
sméeru vétru, ktery foukal smérem od mésta, neméla tato nehoda za nésledek desitky az
stovky tisic mrtvych. Unikly piivodce antraxu patfil k béZnym kmeniim pouZivanym do
zbranovych systémil a byl citlivy na antibiotika. Je$t€ mnoho let po tragédii se sovétska
propaganda snazila presvédcCit okolni svét, Ze Slo o alimentarni epidemii zpisobenou
konzumaci nevhodnych potravin. AZ v roce 1992 Boris Jelcin pfipustil, ze tato epidemie
byla vysledkem vojenskych aktivit a ve své podstaté znamend poruseni mezinarodnich
dohod.

R. 1980-1988 v iransko-iracké valce pouziva Irdk chemické zbrané a pracuje na
vyvoji biologickych zbrani.

V 1. 1984 Sovétsky svaz vytvaii tzv. supermor.

V letech 1985-1989 Ken Alibek (Kanatjan Alibekov) vytvaii Alibekiiv antrax,
vale¢né vyuzitelny kmen.

R. 1988 Nikolaj Ustanov, 44lety vyzkumnik, se v laboratotich Vektor poranil pfi
praci s virem Marburg, a vlastnim zivotem tak zaplatil vyvoj varianty U viru Marburg,
jedné z nejucinngjsich biologickych zbrani.

Vroce 1989 Vladimir Pase¢nik uprchl do Velké Britdnie a odkryl sovétsky
biologicky program.
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R. 1990-1991, v ramci valky v Perském zélivu Irdk ptipravuje biologické zbrané
pro mozné pouziti. K dispozici jsou rakety, bomby a tanky k aerosolovému pouziti
s botulotoxinem, antraxem a aflatoxinem. Celkem bylo vyprodukovano 19 000 litr
koncentrovaného botulotoxinu, 8 500 litri koncentrovaného antraxu a 2 200 litru
aflatoxinu.

Dne 11. dubna 1990 Spojené staty Zadaji, aby Sovétsky svaz ukoncil sviij
ofenzivni biologicky program. Gorbacov pozdéji ,,oficiadlné* program zrusil.

V letech 1990-1995 sekta Om $inrikjo se snaZi nastolit novy svétovy poiadek
likvidaci starého svéta zbranémi hromadného niceni. Sekta podnikla podle udaja svych
¢lenti nejméné 9 biologickych utoki. Nejprve ziskali mikroorganismus Clostridium
botulinum a snazili se ho namnozit ve svych laboratofich, aby ziskali jeden
z nejjedovatéjSich toxinl. V dubnu 1990 poslali konvoj 3 ndkladnich automobilt
ulicemi stiedu Tokia, poté k americkym zdkladnadm v Jokohamé a v Jokosuce a nakonec
k letiSti. VSechny tyto lokality byly sprejovany timto mikroorganismem. Tento Utok
vSak neni spolehlivé prokdzan. Rovnéz je velice tézké nalézt v piirodé smrtici kmen
puvodce botulismu. Nasledovné sekta vyzkousela nového pivodce — antrax, ktery méla
ziskat z mistni univerzity a poté masivné produkovat ve vlastnich 8patrovych
laboratotich ve vychodnim Tokiu. V roce 1993 vypustili pfisluSnici sekty ze stfechy
téchto laboratofi mrak na obytnou ¢ast mésta. Opét nikdo nezemiel, ale ani
neonemocnél. VSe bylo opakovano v cervenci téhoz roku. Obyvatelé v sousedstvi
laboratofi si stézovali na zvlastni zapach, ale nikdo neonemocnél. Také v Cervenci se
sekta pokusila rozsifit antrax formou aerosolu za pouziti ndkladniho auta v centralnim
Tokiu u vladnich budov, opét bezvysledné. Hlavni diivody, pro¢ byli netispésni, se zdaji
byt zfejmé. Pouzili vakcina¢ni kmen antraxu, ktery neni nebezpecny, a zdrovein forma
aerosolu nebyla optimalni. Sekta se vratila k botulotoxinu, ale opét bez tspéchu. Proto
se definitivné obraci k chemickym zbranim.

vvvvvvvv

programu Biopreparat.
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R. 1991 Ken Alibek opousti program Biopreparat a emigruje do USA. Alibek
tvrdi, ze rusky vojensky biologicky program existuje i v roce 1991, tedy rok poté, co ho
Michail Gorbacov nechal zastavit.

R. 1992 Boris Jelcin oficidln€ rusi rusky uto¢ny zbranovy program.

V roce 1992 ruské strazni jednotky se stahly z Uzbekistanu a Kazachstanu. Ztstal
tak zcela nechranén ostrov Vozrozdénie. Tento maly ostrivek uprostied Aralského
mofie se nachazi pouhych 600 mil od Afghanistdnu a byl dlouha léta mistem testovani
sovétskych biologickych zbrani. Predpoklada se, ze po ukonceni pokust pred vice néz
10 lety zde byly pohibeny kontejnery s takovym mnozstvim biologickych zbrani, ze by
byly schopny vyhubit populaci celého svéta nékolikrat. Toto misto je teoretickym
potencialnim zdrojem pro teroristy hledajici biologické zbrané, ale i tikajici biologickou
bombou budoucnosti. V ramci mezinarodniho programu Spojené stity uvazuji o
dekontaminaci tohoto ostrova.

R. 1993 NATO vytvafi pracovni skupiny ochrany proti biologickym zbranim.

V roce 1995 sekta Om $inrikjo vypousdti sarin v tokijském metru po fadd
neuspésnych pokust s biologickymi ptivodci.

R. 1995 Spojené staty obvinuji Rusko z pokracovani v jeho biologickém programu
a napomahani franu vytvofit program biologické valky.

R. 1995 Irdk piipousti, ze vyprodukoval 8 500 litri koncentrovaného antraxu
v ramci svého bojového biologického programu.

V roce 1996 inspektoii Specidlni komise Spojenych naroda pro Irdk (UNSCOM)
nici iracké biologické zbrang.

R. 1997 sovétsti védei publikuji detaily o geneticky zménéném antraxu
v renomovaném ¢asopise Vaccine.

V breznu 1998 Spojené staty nafizuji povinné ockovani proti antraxu u svych
vojenskych jednotek. Kanada pfijima stejné opatieni u svych vybranych zahrani¢nich
jednotek.

R. 1999 bylo Rusko kritizovano kvili znacnym zdsobdm viru neStovic a existenci
4 vojenskych laboratofi, které stale existuji, aniz je umoznéna jakakoliv inspekce c¢i

navstéva zemi okolniho svéta. (Prymula, 2002)
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1.2 Uddlosti po 11. zaii 2001

V roce 2001, tyden po teroristickém utoku na Pentagon a Svétové obchodni
centrum 11. zafi 2001 je dorucen dopis obsahujici spory antraxu do americké televizni
stanice NBC. Zaslani tohoto dopisu je prvnim zfady incidentl v zemi a spoustéem
celosvétové viny spiSe psychologického terorismu nez redlného biologického nebezpeci.
Do 21. fijna 2001 umira na antrax pouze 1 osoba. (Prymula, 2002)

Ukazuje se, ze zatimco ziskani biologickych a chemickych latek neni
nepiekonatelnym problémem, piemeénit je v t€innou zbran hromadného niceni prozatim
zUstdva mimo moznosti nestatnich aktérti. Podobné je vyloucené, aby byl nestatni aktér
schopen vyrobit jadernou zbrai. Zbyva krajné nepravdépodobna moznost ziskani zbrani
od nékterého z tzv. banditskych statl, nebo pouze primitivni a omezené¢ uU¢inna
kombinace radiacniho materidlu a konvenc¢ni trhaviny (tzv. Spinava bomba). Jako

vvvvvv

kampan dopist rozesilanych v USA, které obsahuji antrax. Tato akce byla inspirovana
zvySenou pozornosti vénovanou terorismu po 11. zafi a maji ji nejspiSe na svédomi
terorist¢ (Ci osamély terorista) domadci, americké provenience, z fad extrémnich

protifederalnich skupin. (Sedivy, 2002)

1.3 Bioterorismus

Bioterorismus neni nic jiného nez urcitd forma uziti biologickych zbrani. (Danes,

2003)
1.3.1 Cile terorismu
Cilem mezindrodniho terorismu je nejcastéji internacionalizace a publicita

politickych problémil. Pro mezinarodni terorismus jsou typické snahy nacionalisticky a

nabozensko-fundamentalisticky zaméfenych skupin o navazani vzajemnych kontaktl se
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stejné orientovanymi silami v zahrani¢i a snahami o vytvofeni internacionaly terorismu.
(Juran, 2007)

Ke konkrétnim projeviim patii pumové utoky na zivé inezivé cile, brani
a zadrzovani rukojmi, unosy letadel, pouzivani dopisovych bomb, vrazdy, vydirani
a vyhroZovani nasilim. Zivnou paidou byva obvykle politicka, ndboZensk4, rasova nebo
socialni diskriminace a také ideologické zneuziti ¢asti obyvatelstva k boji 0 moc a vliv
ve staté¢ nebo v regionu. Typologie, kterd vychdzi z rtznych pfistupd, rozdéluje
terorismus mj. na vnitini a mezindrodni, nacionalisticky, naboZensky, nabozensko-
etnicky, krajné pravicovy, levicovy a krimindlni. Za nejméné Citelny je povazovan tzv.
terorismus psychoticky, kdy dusevné vySinutému jedinci staci, ze jeho ¢in vyvolava
pozornost a hriizu, zpétné poskytujici pocity zvraceného potéSeni a uspokojeni. (BIS,
2007)

Bohuzel dochazi Casto k nésili na objekty v zastoupeni — na nevinnych obétech,
které vétSinou nemaji Zadny podil na ptipravé a provadéni politiky. (Lukasek, 1999)

Rozhodné civilni panika a neschopnost institucionalnich operaci jsou

pravdépodobné vyznamnymi cily nékterého z bioteroristickych utokt. (Donaghy, 2006)

1.3.2 Biologicky utok a Botulotoxin

Biologické zbrané€ jsou druhem zbrani, které patii mezi zbrané hromadného niceni.
Vyuzivaji skodlivych ucinkl biologickych latek na lidsky nebo jiny zivy organismus.
Skladaji se z biologickych latek a prosttedk jejich dopravy na cil. (SUJB, 2007 )

Botulotoxin je nejucinngj$i znamy jed. K usmrceni ¢loveka staci pouhych 0,1 pg —
to znamend, ze 1 g mulze zabit teoreticky az 10 000 lidi. Srovnejme tato cisla
s americkymi udaji, podle nichz mél Irdk v roce 1991 v zasobé 19 000 litra
koncentrovaného botulotoxinu, z toho polovinu jiz pfipravenou do zbrani hromadného
ni¢eni. (Navratil, 2006)

Botulotoxin se pfipravuje kultivaci Clostridia botulinum na syntetickych ¢i
polysyntetickych padach. Purifikaci Ize ziskat tento toxin ve formé bélavych

jehlickovitych krystall, ptedstavujicich vysoce Cisty produkt. Piiprava velkych kvantit
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botulotoxinu je sice nakladna, ale neni obtizna. Proto patii tento toxin spolu se sporami
antraxu a puvodci moru a neStovic mezi agens, které by mohly byt s vétsi
pravdépodobnosti pouzity jako biozbrané. Teroristé maji vice moznosti jak botulotoxin
pouzit. Tou nejnebezpecnéj$i by bylo pouziti neurotoxinu, chranéného latkami
koloidéalniho charakteru, ve formé aerosolu s imyslem vyvolat hromadnou intoxikaci
obyvatelstva. O Gcinku a persistenci botulotoxinového aerosolu v misté jeho tmyslného
rozptylu rozhoduji mistni atmosférické podminky a velikost aerosolovych partikuli.
Prili§ malé partikule aerosolu vedou k znacnému rozptylu a snizeni koncentrace pod
ucinnou mez. ZvysSena teplota a vlhkost ovzdus$i, UV zéafeni a slunecni svit rychle
degraduji rozptyleny toxin. V zdvislosti na poc€asi dochazi k jeho degradaci rychlosti
ptiblizn€ od 1 do 4 % za minutu. K Uplné inaktivaci botulotoxinu dochazi obvykle do
dvou dnti po jeho rozptylu v ovzdusi. Technicky obtiznéjsi by bylo rozsifit dostate¢né
mnozstvi toxinu potravinou ¢i vodou tak, aby doSlo k zavazné intoxikaci velkého poctu

osob srovnatelné s pouZzitim aerosolu. (Jezek, 2002)
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2. CILE PRACE A HYPOTEZY

2.1 Cile prace

Cilem mé bakalarské prace je na zékladé¢ zvetfejnénych dostupnych informaci
poukézat na problematiku botulismu a botulinového toxinu, jako nastroje teroristi pii
mozném teroristickém utoku, a soucasné zjistit miru informovanosti laické a odborné
vefejnosti v této problematice.

V této praci se budu blize zabyvat bakterii Clostridium botulinum tak, aby si mohl
kazdy ctenaf vytvofit teoreticky obraz toho, jak je tato bakterie dulezitd v Zivoté
kazdého Cloveka.

Pro nékoho muize byt botulotoxin piijemnou pomtickou v oblasti kosmetiky (zde je
zdjemce dostateCné poucen vybranym odbornikem), ale bohuzel pro nékteré
nebezpecnym ndstrojem zla, vzhledem k neustdlému vyvoji a zdokonalovéani
biologickych zbrani.

Nejpravdépodobnéjsim zpisobem intoxikace je aerosol, nelze vSak vyloucit ani
pokus o intoxikaci prostiednictvim kontaminované pitné vody nebo potravin. Jako
kazdé pouziti toxinu i tento biologicky toxin laka teroristy k pouziti piedev§im proto, Ze
k vyvolani onemocnéni a nasledné smrti staci opravdu jen mala davka. Lécba je sice

mozna, ale aktudln€ by se naslo v jednom misté jen malé mnozstvi antitoxinu.

2.2 Hypotézy

H1: Odbornou veiejnosti je botulotoxin povazovan za jeden z nejpravdépodobnéjsich
jedi, ktery by mohl byt zneuzit jako nastroj bioterorismu a jeho studiu je vénovana

velka pozornost.

H2: Laickou vefejnosti je botulotoxin vniman spiSe jako kosmeticky prostfedek

k odstranovani vrasek v obli¢eji a o jeho teroristickém zneuziti ma jen malo informaci.
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3. METODIKA

3.1 Teoreticka cast

Prace je zalozena na teoretickém zpracovani informaci ziskanych z dostupné
literatury, Casopisti a internetu o Clostridium botulinum, o botulotoxinu jako nastroje
mozného bioterorismu, ale také jako vhodného nastroje v kosmetice. Na internetu jsem
se pokusila nalézt informace a rady pro dostate¢né pouceni obyvatelstva o botulotoxinu
jako jedu.

Pro zjisténi informovanosti laické a odborné vefejnosti o botulotoxinu a
bioterorismu jsem zvolila dotaznikovy prizkum.

K vyhodnoceni dotaznikii jsem pouzila bodové hodnoceni; body 1, %, Y5 a 0.

Pro interpretaci vysledk jsem vybrala metody: Elementarni statistické zpracovanti,

Neparametrické testovani, Parametrické testovani.

3.2 Prakticka cCast

3.2.1. Elementarni statistické zpracovani

Vysledky méfeni je potiebné usporadat, graficky vyjadfit a parametrizovat
vhodnymi empirickymi parametry. Vysledkem elementarniho statistického zpracovani
je empiricky obraz zkoumaného vybérového statistického souboru VSS. Elementarnim
statistickym zpracovanim je rovnéz zavrSena ta skupina hlavnich statistickych metod,
kterou lze nazvat empirickou statistikou.

Dil¢i ukoly ,,usporadani®, ,,grafického vyjadieni® a ,,parametrizace® lze vystihnout
ttemi zékladnimi vysledky elementarniho statistického zpracovani — ,tabulkou®,
»empirickymi rozdélenimi ( v podob¢ polygonu)* a ,,empirickymi parametry*.

Tabulka ptedstavuje formu usporddani vysledki méteni, obsahuje pét sloupct.

Prvni ¢tyti sloupce jsou potiebné pro zpiehlednéni vysledkd métfeni a pro znazornéni
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empirickych rozdéleni. Zbyvajici paty sloupec méa pomocny vyznam a slouZzi
k snadnému a rychlému vypoctu empirického parametru.

Sloupce obsahuji:

1. sloupec oznaceny x; - prvky skaly,

2. sloupec oznaceny n; - absolutni ¢etnosti prvkl skaly,
3. sloupec oznaceny n;/n - relativni Cetnosti prvki skaly,
4. sloupec oznaceny X (n;/ n) - kumulativni Cetnosti.

5. sloupec obsahuje souciny x; . n;,

Tabulka je uzaviena soulty udaji v jednotlivych sloupcich. V prvnich ctyfech
sloupcich maji tyto soucty vyznam kontrolni, v patém sloupci je soucet potiebny pro
vypocet empirického parametru.

Empiricka rozdéleni Cetnosti 1ze Clenit na dva zékladni druhy. Prvni druh pfifazuje
prvkim skaly x; odpovidajici absolutni ¢etnosti n; nebo relativni Cetnosti n;/ n. Druhy
druh pfitazuje prvkiim Skaly x; odpovidajici kumulativni ¢etnosti  (n;/ n) .

Zde je vhodné pouzit kvantitativni metrickou Skalu, kterda umoznuje stanovit
vzdalenost mezi dvéma sousednimi jednotkami — z tohoto pohledu je nezbytné
definovat jednotku $kély (zde bodova hodnoceni dotazniki). Prvky skély jsou jednotlivé
body skély vyjadiené ciselnymi velikostmi. Kvantitativni metrickd Skala vyjadiuje
hodnoty statistického znaku bez moznosti interpretovat pocatek skaly — volba pocatku
Skaly je proto libovolna.

Grafické vyjadieni empirického rozdéleni statistického souboru je spojeno
s pouzivanim soufadnicového systému v roving. V tomto soufadnicovém systému jsou
vzdy na vodorovnou osu nandseny prvky skaly x;, na svislou osu odpovidajici ¢etnost.
Grafické vyjadieni téchto funkcnich zavislosti je dano mnozinou bodd, jejichz prvni
soufadnici je vzdy prvek skaly x;, druhou soufadnici je odpovidajici absolutni ¢etnost n;.
Spojenim sousednich bodu této mnoziny useckami lze obdrzet lomenou ¢aru, ktera je
nazyvana ,,polygon absolutnich ¢etnosti*.

Vyznam grafického vyjadieni empirického rozdéleni je znacny. Grafické vyjadreni
umoziuje okamzité zkoumani, kterému teoretickému rozdéleni se ptiblizuje empirické

rozdéleni, ziskané jako vysledek empirické statistiky.
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Empirické parametry stru¢né¢ a jednoduSe vystihuji povahu vybérového
statistického souboru, patii sem obecny moment 1. fadu a centrdlni moment 2. fadu.

Pomoci obecného momentu 1. fadu lze vystizné charakterizovat parametr polohy
(aritmeticky prumer), pomoci centralniho momentu 2. fadu 1ze charakterizovat parametr

proménlivosti (empiricky rozptyl).

Obecné vztahy pro obecné a centralni parametry:

Obecny moment r-tého fadu:  Of(x) = i 2o, (xp)

Obecny moment 1. fadu: O(x) =x (aritmeticky pramér)

Centralni moment r-t€¢ho fadu:  Cy(x) = 1 ¥ . (xi-X)

n
Centralni moment 2. fadu: C>(x) =S, (empiricky rozptyl)
Smeérodatna odchylka : S,2 = V(G (x)

(Z4%kodny, 2004)

3.2.2 Neparametrické testovani

Pro potteby neparametrického testovani je uziteCné rozdelit rozpéti prkti metrické
Skaly u zkoumaného statistického souboru na urcity pocet intervali. Do kazdého
z vytvorenych intervalii pak budou zahrnuty odpovidajici prvky metrické Skaly.

Zakladem testovani neparametrickych hypotéz je pouzivani aparatu nulovych
hypotéz Hy a alternativnich hypotéz H,

V ptipadé neparametrickych hypotéz nulova hypotéza predpoklada, ze empirické
rozdéleni 1ze nahradit zamyslenym teoretickym rozdélenim. Alternativni hypotéza pak
pfedpoklada, Zze tato domnénka neni spravna. Podstatou testovani neparametrickych

hypotéz je pak srovnavani teoretickych a empirickych absolutnich cetnosti.

-2



Botulotoxin: nebezpecny jed nebo uzitecny 1€k?

Mezi nejpouzivangjsi statisticka kritéria patii Studentovo rozdéleni (t-test) a
Pearsonovo y° rozdleni (- test) pro ovéfovani neparametrické hypotézy.

Po vybéru statistického kritéria je zapotiebi pfistoupit k ur€eni experimentalni
hodnoty tohoto kritéria (Xzexp) a kritické teoretické hodnoty (theor)' Prostfednictvim
kritické teoretické hodnoty bude zapséan tzv. kriticky obor W pitisluSného statistické¢ho
kritéria.

Bude-li experimentalni hodnota vybraného kritéria prvkem kritického oboru W, je
nezbytné pfijmout alternativni hypotézu H, — tzn. empirické rozdéleni nelze nahradit
zamyslenym rozdélenim teoretickym. V opacném piipadé, kdy experimentalni hodnota
nebude prvkem kritického oboru W, Ize ptijmout nulovou hypotézu Hy — tzn. empirické
rozdéleni Ize nahradit zamysSlenym rozdélenim teoretickym.

Nezbytnym prvkem testovani neparametrickych 1 parametrickych hypotéz je
stanoveni hladiny vyznamnosti a. Tato hladina vyznamnosti udava pravdépodobnost
chybného zamitnuti testované hypotézy. Nejcastéj$imi hladinami vyznamnosti jsou
hodnoty a = 0,05 a a = 0,01. Napf. hladina vyznamnosti 0,05 umoziuje napft. pfi
pfiznivém testu normality (tj. je pfijata hypotéza Hy o moznosti nahradit empirické
rozdéleni normalnim a zamitnuta hypotéza H,) u€init zavér, ze bude-li 100krat vybran
vybérovy statisticky soubor VSS ze zdkladniho statistického souboru ZSS, v 95

pripadech se ukaze, ze empirické rozdé€leni 1ze nahradit rozdélenim normalnim.

2 . . .
Pottebné vztahy pro X o, , pravdépodobnosti p; a normované hodnoty u; jsou
uvedeny s pouzitim operatoru A pro konjunkci dil¢ich vyrokt v nasledujicim tvaru:

2 .
L o= 3 =D pi=® ()~ @ (u) A u=2H

exp
np; o
Recké pismeno @ oznacuje Laplaceovu funkci zavisejici na normované nadhodné
veli¢iné u; (y; je normovana hodnota odraZejici horni mez x; piislusného intervalu
intervalového rozdé€leni Cetnosti). Pravdépodobnosti p; jsou rozdilem pfisluSnych
hodnot Laplaceovy funkce, souciny n . p; pak vyjadiuji teoretické absolutni ¢etnosti,

hodnoty n; oznacuji empirické absolutni Cetnosti. (Zaskodny, 2004)
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3.2.3 Parametrické testovani

Testovani parametrickych hypotéz opét vychazi z aparatu nulové hypotézy Hy a
alternativni hypotézy H,. Tento aparat je doplnén obvyklym aparatem kritického oboru
W.

Parametrické testovani lze roz€lenit na jednovybérové testovani hypotézy o stiedni
hodnoté nebo o rozptylu (pak jsou pouzivany jednovybérové testy u-test a t-test pro
sttedni hodnotu a jednovybérovy y* — test pro rozptyl) a na dvojvybdrové testovani
hypotézy o rovnosti stiednich hodnot nebo rozptyl (pak jsou pouzivany dvojvybérové
testy u-test a t-test pro rovnost sttednich hodnot a dvojvybérovy F-test pro rovnost
rozptylt).

V ptipad¢ dvojvyberového testovani, které v této praci pouziji lze hypotézu Hy a H,
formulovat ve tvaru:

Ho: p1 = w2 nebo Hy: 61 =03, Ha: i # o nebo Hy: 61 # 6.

Dvojvybérovy t-test:

Hi - 1 1’111’12(H1+Il2—2)

texp

\/(nl— l)SX2 + (np— l)Sy2 n; +n

W = (- 0, ~ta1n2.2(0W/2) )\ J<ty ) 4n2-2(0/2), 00)

Dvojvybérové parametrické testovani vychdzi ze srovnavani empirického
parametru p; nebo empirického parametru o; (t€émito symboly jsou oznaceny vysledky
elementarniho statistického zpracovani vybérového statistického souboru VSS,, jejichz
prostfednictvim byly odhadnuty ptislusné teoretické parametry p;. 6; odpovidajiciho
normalniho rozdéleni s néjakymi vnéjSimi teoretickymi udaji p,, 6, jejichz ptvod lze
obvykle nalézt ve vysledcich zkoumani jiného vybérového statistického souboru VSS; .

Dvojvybérové parametrické testovani pak zpohledu matematické statistiky

odpovida na otadzku, zda oba vyb&rové statistické soubory VSS; a VSS, zkoumaly
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obdobnou otazku a zda tyto soubory mohly spolupracovat. Pti potvrzeni hypotézy Hy
lze na vybérové soubory VSS; a VSS; pohliZet jako na vybérové soubory vybrané
z t¢hoz zadkladniho souboru ZSS. Pii pfijeti hypotézy H, je nutno zpohledu
matematické statistiky vyslovit pochybnosti o kompatibilité soubortit VSS; a VSS,.
Postup pifi parametrickém testovani je obdobny jako pifi testovani
neparametrickém. Nejdiive je potfebné naformulovat nulovou a alternativni hypotézu a
zvolit hladinu vyznamnosti a. Pak je potfebné vybrat vhodné statistické kritérium ( u-
test, t-test, y° — test, F-test), nalézt jeho kritickou hodnotu a zapsat odpovidajici kriticky
obor W. Posléze je zapotiebi pfikroc¢it k vypoctu empirické hodnoty statistického
kritéria a zjistit, zda je ¢i neni prvkem kritického oboru W. Je-li empirickd hodnota
prvkem kritického oboru W, je zapotiebi ptfijmout alternativni hypotézu H, v opacném

ptipadé pak ptijmout nulovou hypotézu Hy. (Zaskodny, 2004)
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4. VYSLEDKY

4.1 Clostridium botulinum

4.1.1 Puvodce botulotoxinu

Pivodcem botulotoxinu je sporulujici, grampozitivni anaerobni mikrob
Clostridium botulinum. Vegetativni formy C. botulinum jsou malo odolné, jsou
inaktivovany teplotou 80 °C do 15 minut. Spory nékterych kment naopak vydrzi
nckolikahodinovy var a jsou rezistentni na ozafeni. Botulotoxin se vytvaii za
anaerobnich podminek (v konzervach, ve stfeve, v rané), pti 37 °C uz za 18 hodin. Lze
jej ziskat v krystalické forme. Botulotoxin je tepeln¢ labilni, je inaktivovan varem
v n¢kolika sekundéch, teplotou 80 °C po 6 minutach. Travici fermenty botulotoxin
neporusuji. Botulotoxin se vyskytuje v 7 odli$nych antigennich typech: A, B, C, D, E, F
a G, které neprojevuji kiizenou neutralizaci. Typ C se vyskytuje ve dvou variantach: Ca
a CB. Jednotlivé typy toxinu slouzi jako vhodny epidemiologicky markr. (JeZek, 2002)
Nejcastéji je lidsky botulismus zptsoben typy A, B a E. (Hrdina, 1991) Botulotoxin A
a B se li§i pouze membranovymi receptory a cilovym cytoplasmatickym proteinem.
Dlouhy fetézec toxinové molekuly ma terminal C, ktery realizuje membranové spojeni a
translokaci toxinu do bunky. (Bartak, 2007) Celkem vzacné se uplatiuje typ F. Typy C
a D postihuji husy, kachny, skot, ovce a koné, typ E ryby. Toxin typu G byl izolovan
z bakterii v r. 1969 a dosud neni zndm makroorganismus, jeZ by postihoval. Mimo C.
botulinum produkuji botulotoxin i kmeny Clostridium baratii a Clostridium butyricum.
Letalni davka botulotoxinu pro ¢lovéka (70 kg) neni piesné znama, ale odhaduje se na
0,1 mikrogramu pfi intraven6zni aplikaci, na 0,7 mikrogramu inhala¢ni cestou a 70
mikrogrami pii podani per os. Tato fatalni davka je extrémné mala a Clovéka muize
usmrtit pouhé ochutnani kontaminované stravy. (Jezek, 2002)

V roce 1896 belgicky badatel van Ermengem odhalil tuto pfisn€é anaerobni bakterii

jako puvodce otravy 34 ucastnikti hostiny Hudebniho pohiebniho spolku ve vsi
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Ellenzells po poziti syrové Sunky. Pro tfi z nich koncila tato oslava smrti. (Votava,

2003)

4.1.2 Epidemiologie

Clostridium botulinum se vyskytuje jako plidni saprofyt. Jeho spory ulpivaji na
zelening, ovoci, sen¢ 1 slamé. Spory se vyskytuji rovnéz v bahné¢ a sedimentu jezer, ek,
mofi, ale 1 nadrzi a vodnich rezervoart. Vyskytuji se i ve stfevnim traktu nékterych
zvitat a ryb. Botulotoxin ptisobi klinicky zjevna onemocnéni u ptaka a zvirat a vétSinou
inaparentni ndkazy u ryb. U lidi, v pfirozenych podminkach vyvolava sporadicka i
hromadnd zdvazna a casto fatdlni onemocnéni predevs§im formou intoxikace
botulotoxinem.

Tyto otravy vznikaji nejCastéji po poziti neprovarenych ¢i nedostatecné prohiatych
potravin, obvykle Sunky, klobds, v domécnostech pfipravovanych mastnych pokrmd,
pastik a pomazanek. Tradi¢né velmi nebezpecné mohou byt i zeleninové konzervy
(hrasek, mrkev, nakladané cibulky, ¢esnek, papricky, kukufice a houby). (Jezek, 2002)
Zelenina, zvlasté konzervovana, je prakticky vzdy kontaminovand sporami klostridii a
zatimco pii nizkém pH se toxin vilbec nevytvofi, tak nalevy jen lehce nakyslé toxin
stabilizuji. (Ondrov¢ik, 2000)

Novodob¢ epidemie vznikaji v restauracich z brambor pecenych ve folii ¢i
z kontaminované¢ho bramborového saldtu ponechaného po piipravé v pokojové teploté.
Mensi epidemie muze zpusobit i kontaminovany jogurt, syry a ryby.

Dosud nebyl popsan pienos botulotoxinu vodou. I kdyz toxicita botulotoxinu vede
k spekulacim, ze by mohl byt pouzit teroristy ke kontaminaci vody, jsou otravy
prostfednictvim kontaminovaného vodovodniho fadu dosti nepravdépodobné. (Jezek,
2002). Kvili jeho zfedéni a inaktivaci normalnimi procesy pro upravu pitné vody je
nepravdépodobné, ze by kontaminace zdroju pitné vody botulotoxinem byla ucinna.
(Alastair, 2003). Botulotoxin je totiz rychle inaktivovan standardn€¢ provadénou
upravou pitné vody (chlorovani, aerace). Navic pomalé proudéni a vyména obsahu

velkokapacitnich rezervoart by vyzadovalo velké davky inokula toxinu. Na rozdil od
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hygienicky oSetfené vody zlstdva botulotoxin po nckolik dni stabilni v nechlorované
vode¢, ptipadné v napojich. Pokud by doslo k pfenosu botulotoxinu potravinou ¢i vodou,
bylo by nutno odlisit teroristicky utok od ptirozenych zdroji kontaminace.

Mimo alimentarni cestu muize byt vstupni branou pro botulotoxin i spojivkova
klenba a respiracni trakt. Pii aerosolizaci botulinového toxinu v pokusnych laboratotich
¢1 pii bioteroristickém utoku miize dojit k inhalaci botulotoxinu a vzniku inhala¢niho
botulismu. Tato forma pfenosu je dosud studovand na experimentalné nakazenych
zvitatech. Vzacné miize postihnout i Clovéka. V. Némecku r. 1960 onemocnéli
inhalacnim botulismem tfi veterinaii, kteti byli vystaveni reaerosolizovanému toxinu pii
manipulaci s kraliky a morcaty, jejichz srst byla pokryta aerosolem botulotoxinu typu
A. Vnimavost k otravé botulotoxinem je vSeobecna: bez zévislosti na véku, pohlavi a
etnicité skupiny. Botulismus a botulotoxin nejsou nakazlivé a i kdyz lze toxin detekovat
ve stolici postizenych osob, nebyl dosud dokumentovan piipad sekundarniho

interhuménniho ptenosu. (Jezek, 2002)

4.1.3 Patogeneze a klinicky obraz

U lidi v pfirozenych podminkach se vyskytuje otrava botulotoxinem (botulismus)
ve tfech zdkladnich formdach: alimentdrni, intestinalni a kozni (rand). Pfi aerosolizaci
botulinového toxinu mize dojit k inhalaci toxinu a vzniku ¢tvrté formy intoxikace, tj.
k inhala¢nimu botulismu. VSechny tyto formy jsou vysledkem absorpce botulotoxinu do
krevniho obchu at’ jiz mukoézni sliznici (stieva, plic) nebo kozni ranou. Alimentarni
formu plisobi pouze otrava samotnym botulotoxinem. Intestindlni formu vyvolava
infekce C. botulinum a nésledné€ otrava toxinem.Vzacné se objevuje i u kojencii (floppy
child syndrom) (JeZek, 2002) vznikajici po poziti spor obsazenych ¢asto v medu a po
nasledné produkci toxinti ve stieveé déti. (Gopfertova, 2002)

Ke koZni, rané formé dochéazi pfi priniku C. botulinum zranénou kizi, jeho
pomnozenim v anaerobnim prostiedi devitalizované tkané¢ s naslednou otravou
botulotoxinem. Botulotoxin vSak intaktni kazi nepronikd. Jakmile dojde k absorpci

botulotoxinu, roznese se toxin krevnim obéhem do perifernich neuromuskuldrnich
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synapsi, kde dochazi na terminalni membrané motorického nervu k jeho ireverzibilni
vazbé na proteiny a tim k blokovani uvolilovani neurotransmiteru acetylcholinu. Bez
uvolnéného acetylcholinu nejsou svalova vldkna schopné kontrakce.

Botulismus je akutni, bezhore¢naté onemocnéni s descendentni chabou paralyzou.
Klinické ptiznaky a symptomy jsou stejné bez ohledu na typ botulotoxinu. Rozsah a
rychlost nastupu paralyz a celkova tize onemocnéni zavisi na mnozstvi botulotoxinu, jez
se absorboval do krevniho obéhu. I délka latentni doby zéavisi na mnoZstvi
absorbovaného toxinu. Pfi pfenosu botulotoxinu potravinou se doba latence pohybuje
v Sirokych hranicich od 2 hodin do 8 dnl po poziti toxinu. Obvykle se vSak prvotni
ptiznaky objevuji od 12 do 72 hodin po poziti kontaminované potravy. Cim je doba
latence kratsi, tim je onemocnéni t&éz$i. Latentni doba inhalacniho botulismu zlstava
dosud neznama. Experimenty na malych souborech opic prokazuji, ze k prvotnim
klinickym ptiznakiim dochazi od 12 do 72 hodin po expozici toxickému aerosolu. U
ttech veterinarnich pracovnikli onemocnélych inhalacnim botulismem v Némecku v r.
1960 se objevily prvotni klinické ptiznaky 72 hodin po expozici nezndmému mnoZzstvi
reaerosolizovaného botulotoxinu typu A . (Jezek, 2002)

Toxicita botulotoxint je neobycejné vysoka, botulotoxin A je 15 000-100 000krat
toxiCt¢j$i neZ sarin. Smrtici dadvka pro cloveéka je asi 1 pg. Mechanismus toxického
ucinku spociva ve vazbé toxinu na nervosvalovou ploténku, kde inhibuje uvolfiovani
acetylcholinu a blokuje tak nervosvalovy ptenos. (Patocka, 2004)

Vsechny formy botulismu maji stejné akutni neurologické ptiznaky dané intoxikaci
nervového systému: 1iSi se vSak pfitomnosti gastrointestindlnich symptomui. Ty se
objevuji na pocatku onemocnéni v podobé nauzey, zvraceni a bolesti v btise. Zakladni
neurologické ptiznaky charakterizuje klasicka triada: 1) symetrické sestupné paralyzy
s prominentnim bulbarnim ochrnutim, 2) afebrilita a 3) nezkalené védomi a vnimani.
Postupné bulbarni ochrnuti charakterizuji: diplopie, dysfagie, dysfonie a dysarthrie.
Afebrilnimu nemocnému se nejprve kali zrak, pfi pohledu na stranu vidi dvojité, $ilha,
ma poklesla vicka, mydriatické, nereagujici zornice. Vyviji se paréza jazyka, mekkého
patra, vazne polykani a hlas. Pacient ma zizenn a sucho v ustech. Pokracuje sestupna

symetrickd ztrata hybnosti: periferni svalovina je oslabena a reflexy Slachové snizené.
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Smrt nastavéa srde¢nim selhanim nebo selhdnim dychacich svala, mnohdy jiz ve 12-24
hodinach. U leh¢&ich ptipadii dochazi po 7-10 dnech ke zlepSeni stavu, u tézsich ptipadi

se miize rekonvalescence protdhnout na 2-3 mésice. (Jezek, 2002)

4.1.4 Klinické priznaky intoxikace

V ramci prvotnich obrannych opatieni bude nutno v misté predpokladaného
rozptylu aerosolu ¢i jiného pouziti botulotoxinu okamzité¢ aktivn¢ vyhledavat vSechny
osoby s priznaky diplopie, dysfagie, dysfonie, dysarthrie a pokracujicich paréz a zajistit
jejich okamzitou lécbu ve zdravotnickém zatizeni. Vzhledem k omezenym zasobdm
botulinového antitoxinu a k pravdépodobné vétsimu poctu exponovanych osob, nebude
mozno chranit kazdého dosud =zdravého jedince vystaveného botulotoxinu
profylaktickou aplikaci kofiského botulinového antitoxinu nebo specifickym lidskym
hyperimunnim globulinem. V postiZené oblasti je v§ak nutno bezodkladng zavést rezim
denni medicinské kontroly zdravotniho stavu vsech pravdépodobné exponovanych,
dosud symptomatickych osob a jejich okamzitou léCbu antitoxinem pii objeveni se
prvotnich pfiznaki botulinové intoxikace. Post-expozi¢ni vakcinace botulinovym
toxoidem je z hlediska bioobrany bezpfedmétnd, protoze postvakcinacni imunita se

vytvaii az po n€kolika mésicich. (Jezek, 2002)

4.1.5 Diagnoza a diferencidlni diagnostika

V¢asné rozpoznani botulismu rozhoduje €asto o Zivoté postizenych. Diagnostika
botulismu necini vétsi potize pti hromadném postizeni osob s ptiznaky diplopie,
dysfagie, dysfonie a dysarthrie, které se objevi vrodindch nebo skupinach osob
ptipadech, kdy se vzhledem k afebrilii a absenci gastrointestindlnich pfiznakti nemysli
na otravu, ale na samostatné cerebrovaskuldrni postizeni napi. subarachnoidéalni

hemoragii. V diferencialni diagnostice byva botulismus zaménovan za intoxikace
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organofosfaty, polyradikuloneuropatii Guillan-Barré, myasthenii gravis, ¢i paralyzy
virového plivodu.

Klinickou diagnézu botulismu lze potvrdit specidlnim laboratornim vysSetifenim,
jehoz provedeni si vyzaduje nékolik dni. Kazdé podezieni z botulismu nutno pokladat
za potencionalni zdravotnické nebezpeci vyZzadujici okamzitou intervenci organu
vetejné zdravotnické sluzby. (Jezek, 2002)

Diagnostika (konfirmacni) pochazi z testi na mySich, kde je toxin v krvi nebo
stolici neutralizovan vhodnym antisérem. Provadi se zde intraperitoneélni aplikace do

podeziel¢é krve, séra a zalude¢niho obsahu mysi. (Pato¢ka, 2005)

4.1.5.1 Laboratorni diagnostika

Obvykla laboratorni diagnostika botulismu je zalozena na detekci botulinového
neurotoxinu na nemocni¢nim pacientovi. (Lindstrom, 2006)

Odbér vzorkl a jejich zaslani je nutno ptedem domluvit s ptislusnou laboratofi. Na
laboratorni vySetfeni se posila sérum nebo 15-30 ml krve, kterou je nutno odebrat jeste
pied aplikaci antitoxinu. Odebiraji se rovnéz vzorky zvratki, stolice a Zalude¢nich §t'av,
které mohou byt dalezité 1 pfi inhalacni formé botulismu. Dale se odebiraji a zasilaji
vzorky podezielych potravin. VSechny odebrané vzorky vetné séra nutno uchovat do
odeslani v chladu. (Jezek, 2002)

Vlastni prikaz toxinu se d¢je formou neutralizacniho testu na mysSich, kdy
polovina zvifat je chranéna antisérem (BOSEA). Nechranéné mysSi v pozitivnim piipadé
hynou v pribéhu 1 — 3 dni za pfiznakil celkové chabé obrny. (Votava, 2000)

Prikaz Clostridium botulinum ve vySetfovaném materidlu tradi€né vychazi z
kultivac¢nich pokusti v riznych obohacenych ¢i selektivnich médiich. Zpravidla se
materidl (krev, stolice, pozivatina) nejprve inokuluje do pomnozovaciho obohacené¢ho
média (napt.gluk6zového bujonu s pomletym masem), z né¢hoz se zakladaji subkultury
na selektivnim Zloutkovém agaru, coz umoznuje detekci tvorby lipazy u Clostridium

botulinum, typ A-G. Pozitivni test produkce lipadzy na Zloutkovém agaru je standardni
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skriningova metoda k zachyceni Clostridium botulinum ze smiSenych kultur. (NRL,

2006)

4.1.5.2 Morfologie

Ty¢inky C. botulinum maji typicky klostridiovy charakter, jsou G+, rovné,
pohyblivé, Sitky néco pies 1 mikrometr a délky kolem 10 i vice mikrometri. Tenci,
mirné zahnuté tyCinky ma typ A, robustnimi ty¢inkami $ife az 1 um se vyznacuji typy E
a G. Spory jsou ovalné, subtermindlni a tyCinku vydouvaji. Jsou stiedné
termorezistentni, ale nékteré mohou ptezit i n€kolika hodinovy var. Pouze rezistence
spor typu E k teplu, k zafeni i vysokému pH prostiedi je vyrazné nizsi.

Podle glykoproteinového antigenu stény tyCinek se pomoci IF reakce daji
botulinové klostridie rozdélit do skupin. Proteolytické typy tvoii spolecnou skupinu,
v jejimz rdmci jednotlivé typy touto reakci nelze rozlisit. TotéZ plati o sacharolytickych

typech. Z nich se vSak vydéluje typ E jako samostatny. (Krmen¢ik , 2006)

4.1.5.3 Fyziologické vlastnosti

Na krevnim agaru pro anaeroby C. botulinum tvoifi kruhové, bélave,
necharakteristické kolonie obklopené u vSech typt zoénou uplné hemolyzy.
Sacharolytické typy Stépi omezeny pocet sacharidii, pfitom pH pidy klesd jen mirné.
VSechny typy azZ na typ G produkuji lipazu. Proteolytické typy, k nimz patii také typ G,
hydrolyzuji zelatinu a natravuji masové ¢astecky vlozené do tekuté plidy. (Krmenéik,

2006)

4.1.6 Terapie

Soudoba terapie se sklada z 1écby komskym antitoxinem a podplrné terapie.

V¢asné nasazeni botulinového antitoxinu minimalizuje nésledné poskozeni nervovych

bunék, ale nemuze ovlivnit jiz existujici paralyzy. Proto je nutno co mozno nejdiive
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aplikovat antitoxin pacientiim, u nichz jsou zjistény neurologické ptiznaky botulismu a
necekat na vysledky laboratorniho testovani. (JeZek, 2002) V piipadé, Ze nezname
antigenni typ toxinu, odpovédného za onemocnéni, poddvame co nejdiive 80 000 j.
polyvalentniho antitoxinu i. v. (PFecechtél, 1988)

K soucasné¢ 1éCbe antitoxinem se pouziva trivalentni botulinovy antitoxin,
obsahujici neutraliza¢ni protilatky proti botulotoxinu typu A, B a E, které se nejcastéji
uplatiiuji v lidskych otravach. (Bossi, 2007) Antitoxin nutno aplikovat podle navodu
vyrobce. V minulosti se aplikovala davka 30-50 ml po 2 az 5 dni. Aplikace komeréné
piipravovanych antitoxinl v kofiském séru miize zptsobit u recipienti fadu vedlejSich
ucinkl a komplikaci. V soucasnosti je komplikaci méné€, protoze lze aplikovat pouze
jedinou davku obsaZenou v 10 ml ampulce, rozfedénou 1:10 fyziologickym roztokem
v pomalé intraven6zni infuzi. Tato jedina davka obvykle obsahuje mnozstvi typové
specifickych neutraliza¢nich protilatek, které mnohokrat ptekracuje hladinu toxinu
v krvi postizené osoby. Proto neni nutno aplikaci séra opakovat.

Pacienti trpici botulismem vyzaduji intenzivni podplrnou lé¢bu a péci.
V jednotlivych epidemiich alimentarniho a intestindlniho botulismu se pohyboval pocet
postizenych vyZzadujicich ventilaéni podporu od 20 do 60 %. Antibiotika nemaji ptimy
ucinek na botulotoxin. Pfipadné doprovodné sekundarni infekce si vyzadaji aplikace
antibiotik. Antibiotika fady aminoglykosidli a klindamycin jsou kontraindikovany pro
jejich schopnost podstatn¢ zhorsit neuromuskularni blokadu. (Jezek, 2002)

Antitoxin, vakcina, a F(ab‘)2 imunni fragment jsou diskutované jako ptidavky

k podptrné terapii. (Horowitz, 2005)

4.1.6.1 Hospitalizace

Ukolem hospitalizace je zajisténi 16¢by botulinovym antitoxinem, podptirné terapie
a dlouhodobé péce. Onemocnélé neni nutno izolovat, protoZe botulismus, véetné jeho
inhala¢ni formy, neni nakazlivy. Pfesto zdravotnicky personal, ktery pecuje o postizené
pacienty, by se mél chranit standardnim postupem. V soucasnosti je k 1¢cbé pouzivan

trivalentni botulinovy antitoxin, obsahujici neutraliza¢ni protilatky proti botulotoxinu
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typu A, B a E. Pokusy na zvifatech prokdzaly jeho U¢innost i proti inhalacni forme
botulismu. Pokud by pfti biottoku doslo k pouziti jinych typl toxin nez obvyklych A,
B a E, byla by aplikace trivalentniho antitoxinu neu¢inna. Heptavalentni antitoxin,
obsahujici neutraliza¢ni protilatky proti botulotoxinim typu A, B, C, D, E, F, G, ktery
maji k dispozici pouze nékteré armady (napf. US Army), neni v soucasné¢ dobé
dostupny pro civilni pouziti.

Asi u 10 % recipientd komiského antitoxinu se objevuji vedlejsi U€inky a
komplikace. Nejcastéjsi je sice urtikarie, ale objevuje se i sérova nemoc. Do 10 minut
po aplikaci antitoxinu se muze téz vyvinout anafylakticky Sok. Proto je nutno pied
aplikaci celé davky patrat po mozné hypersensitivit¢ postizené¢ho. Pokud reaguje na
malé (tzv. ,,challenge®) davky kofiského antitoxinu dermalnim pupencem ¢i zarudnutim
je nutno provést postupnou desensibilizaci. V prabéhu infuze nutno mit po ruce
adrenalin. V soucasnosti je rovnéz tézko dostupny lidsky antibotulinni hyperimunni
globulin, ktery by bylo moZno pouzit v intravendzni aplikaci pacientim v riziku
alergickych reakci.

Pacienti postizeni botulismem vyzaduji intenzivni podptrnou péci, kterou bude
fidit intenzivista nebo anesteziolog podle zdsad péfe o nemocné s dechovou
nedostate¢nosti. Pfi hromadném ttoku by mohl vzniknout nedostatek technickych
pomtcek, zvlaste ventilatorti, i odborn¢ vycvi¢eného personalu. V takovém ptipadé¢ lze
podle Amona et al nouzové pouzit ulozeni do obracené Trendelenburgovy polohy (20-
25°) s podlozenou kréni patefi, coz uleh¢i dychani a omezi zatékdni sekreti do
dychacich cest. Je-li tieba uzit antibiotik, vyhnout se aminoglikosidiim a linkosamidim.

ProtoZze botulismus se nemuze Sifit interhumannim pfenosem, neni nutno
profylakticky chranit osoby (kontakty), které zily v tésném ¢i intimnim styku

s pacientem do doby jeho hospitalizace. (JeZek, 2002)

4.1.6.2 Protiepidemicka opatieni

Zakladnim preventivnim opatienim je kontrola a spravna uprava surovin k ptipraveé

stravy tak, aby se zamezilo kontaminaci potravin sporami puvodce. Je nutné dodrzovat
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standardni opatieni u zdravotnickych pracovnikl oSetiujicich nemocné. Choroba neni
pfenosna z ¢loveka na ¢lovéka. K dekontaminaci postaci voda, detergent nebo nefedény
Jodonal B. K plosné dezinfekci Chloramin B v 3 % roztoku po dobu 30 minut. (JeZek,
2002)

4.1.7 Profylaxe a prevence

Zdravé osoby, vystavené botulotoxinu, lze chranit pfed onemocnénim aplikaci
koniského botulinového antitoxinu nebo specifickym lidskym hyperimunnim
globulinem. Pouziti antitoxinu je limitovdno jeho nedostatkem a reaktibilitou.
V minulosti pfi vyskytu ojedinélych piipadi ¢i menSich epidemii bylo exponovanym
symptomatickym osobam aplikovano 20-40 ml koniského antibotulinového séra.
V soucasnosti se vice uplatiiuje rezim denni Iékafské kontroly zdravotniho stavu
exponovanych osob a jejich okamzita 1écba antitoxinem pii objeveni se prvotnich
ptiznakt botulinové otravy.

K prevenci osob, jez se nachdzeji ve vysokém riziku expozice botulotoxinu, se
pouziva multivalentni botulinovy toxoid. V pribé¢hu poslednich 30 let byl tento toxoid
aplikovan nékolika tisicim laboratornich pracovnikt. V USA se pouZiva ,,pentavalentni
(ABCDE) botulinovy toxoid*“ k ochrané vybranych vojenskych jednotek. Neni vSak
uréen k masovému pouziti v bézné populaci. Po aplikaci botulinového toxoidu se
imunita vytvari az po nékolika mésicich. Proto toxoid neni vhodny pro post-expozi¢ni
profylaxi. V soucasnosti probihd vyzkum a vyvoj U¢inngj$i rekombinantni vakciny.
(Jezek, 2002). Ucinna vakcina proti pusobeni toxinu neni v Ceské republice
registrovana, avSak nékteré z antitoxinii pouzivajicich se k 1é€bé pro pouziti u nas

registrovany jsou. (Prymula, 2002)

4.1.8 Detekce

Protoze bioteroristé neinformuji piedem o svych aktivitach, lze predpokladat, ze

jejich utok by probéhl zcela utajené. Je malo pravdépodobné, ze by se podatilo

-35-



Botulotoxin: nebezpecny jed nebo uzitecny 1€k?

detekovat rozptyl toxického aerosolu v ovzdusi v okamziku teroristické akce. Pouziti
biologickych integrovanych detekénich systémi (BIDS), slouzicich k detekci
botulotoxinu pomoci enzymového imunosorbéniho testu ¢i biologickych sensorti (BS),
vyuzivajicich polymerazovou fetézovou reakci, které mohou detekovat toxin do 30
respektive 15 minut, je dosud krajné¢ omezeno. Proto prvnim prikazem utajené¢ho
rozptylu botulotoxinu by byl s nejvétsi pravdépodobnosti az vétsi pocet afebrilnich osob
v ordinacich 1ékaiti s akutnimi pfiznaky diplopie, dysfagie, dysfonie a dysarthrie a
s pokracujicimi chabymi parézami, z nichz ¢ast by zemiela v prib¢hu prvnich dvou dnti
na srdecni selhani ¢i selhanim respiracniho svalstva.

Vcasna klinicka diagnoza je zdkladem pro rychld ochranna opatfeni. Kazdé
podezieni z botulismu je nutno dnes pokladat za potencionalni zdravotnické nebezpeci
at’ jiz pro moznost, ze prirozen¢ kontaminovana potrava ziistava v ob¢hu a muize byt
pozita dalSimi osobami, nebo ze botulotoxin mohl byt umyslné rozsifen. V obou
pfipadech je nutna okamzita intervence organt zdravotnické sluzby, aby se zabranilo
dal§im ptipadim. V kazdém piipadé je nutno jakékoliv podezieni z botulismu okamzité
telefonicky hlasit hygienické sluzbé, ktera zajisti dodavku terapeutického antitoxinu,
laboratorni diagnostiku a epidemiologické vySetiovani. S hlaSenim nelze cekat do
vysledkt laboratornich testa.

Laboratorni diagnostika, vzhledem k ¢asu potfebnému k zaslani a vySeteni vzorkl
odebranych materialt, poslouzi az k verifikaci klinické diagnézy, ptipadné

patologického nélezu. (Jezek, 2002)

4.1.9 Botulotoxin jako lék v soucasné mediciné a kosmetice

4.1.9.1 Soucasna medicina

Velmi Siroké je vyuziti botulotoxinu v neurologii, napt. u kréni dystonie,

hemifacidlnich spasmd, blefarospasmu, Meigeho syndromu apod. Velmi Uspé$nd je

aplikace botulotoxinii pfi bolestech, napft. hlavy ¢i zad. Pokud se potvrdi 1é¢ebny ti¢inek
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u bolesti zad, mohl by se stat botulotoxin lIékem volby pro tuto novodobou civiliza¢ni
chorobu.

Terapie botulotoxinem je Gspesna u celé fady spastickych bolesti vyvolanych napf.
Spatnym drzenim téla, u fibromyalgii, u bolesti kloubtli, u bolesti hlavy vyvolanych
chronickou tenzi hlavového svalstva apod. (Patocka, 2005)

Nicméné botulinové neurotoxinu jsou Centry pro kontrolu onemocnéni a prevenci
klasifikovany jako jedny z Sesti nejrizikovéjSich hrozeb bioterorismu. (Dickerson,

20007)

4.1.9.2 Botulotoxinové injekce

Kdyz se Botulinum toxin typu A (zndmy pod obchodnimi nazvy DYSPORT,
BOTOX) vstiikne do urcité oblasti, tak oboustranné zablokuje impulsy z nervli k malym
obli¢ejovym svaliim, které jsou vazadny na mimické ¢ary. Diky tomu se svaly nemohou
stahovat a navic maji tendenci se uvolnit. Kdyz jsou svaly uvolnéné, ptekryvajici ktize
zustane hladka a bez vrasek, zatimco nezasazené oblicejové svaly se kontrahuji
normaln¢ a bézna oblicejovd mimika mimo oSetfené oblasti neni zasazena.

(Lucak, 2007)

Specialni sérum proti vraskam, obsahuje latky na bazi peptidd (uvoliuji svalova

vlakna) dokonce zabrafnuje vzniku vrasek pfi jeho preventivnim pouziti. Je vhodné jak

pro zeny, tak pro muze. (Vocilkova, 2007)

4.2 Poucenost o botulotoxinu

V oblasti poucenosti o vlastnostech botulotoxinu jako jedu z vefejnych
informacnich internetovych portald zaméfenych na ochranu obyvatelstva podle
vysledkii mého hledani nemiize byti obyvatelstvo dostatecné¢ informovano, lze nalézt
pouze rady, jak se chovat pii nalezu nebezpecné latky (biologické, chemické), na jaky
ufad se obratit, definice téchto latek, i jejich seznam, neni uvetfejnén zadny prizkum
informovanosti obyvatelstva na toto téma. Co zde chybi, jsou konkrétni informace o

vlastnostech kazdé¢ latky, ¢im mohou byt v ptipadé zneuziti clovéku nebezpecné.

-37 -



Botulotoxin: nebezpecny jed nebo uzitecny 1€k?

4.3 Provedeni praktického vyzkumu

4.3.1 Predvyzkum

Dotaznikovy prizkum byl proveden u dvou skupin obyvatel: u laické vefejnosti a u
odborné vetejnosti reprezentované Ccleny integrovaného zachranného systému v
Ceskych Budgjovicich. Bylo zjistovano jakd je informovanost obyvatelstva o
botulotoxinu a bioterorismu obecné. Obyvatelé vSem otdzkam rozuméli a na zakladé

své poucenosti jej vyplnili.
4.3.2 Vysledky dotaznikového Setieni

Hodnoceni dotazniki je provedeno ve dvou okruzich. Prvni okruh se tyka
identifikac¢nich udajt, druhy okruh obecné informovanosti.

K vyhodnoceni dotazniki jsem pouzila bodové hodnoceni; body 1, %, 5 a 0.

Hodnoceni okruhu I (Identifikacni idaje):

Graf 1: Vék obyvatelstva

04
20-261let 27-321let 33-38let 39-44let 45 avicelet

B odborna M laicka

zdroj: vlastni vyzkum

-38 -



Botulotoxin: nebezpecny jed nebo uzitecny 1€k?

Na otdzku 1, tykajici se véku obyvatelstva uvedlo u odborné vetejnosti 3 (6%) vék
od 20 do 26 let vcetné, 11 obyvatel (22%) uvedlo vék od 27 do 32 let véetne, 10
obyvatel (20%) uvedlo vék od 33 do 38 let véetné, 8 obyvatel ( 16%) uvedlo veék od 39
do 44 let véetné a 18 obyvatel (36%) je starsi 45 let. U laické vetejnosti uvedlo 20
obyvatel (40%) v€k od 20 do 26 let vcetné, 5 obyvatel (10%) uvedlo vék od 27 do 32 let
vcetng, 7 obyvatel (14%) uvedlo vek od 33 do 38 let véetné, 5 obyvatel (10%) uvedlo
veék od 39 do 44 let véetné a 13 obyvatel (26%) je starsi 45 let.

Graf 2: Pohlavi obyvatelstva

muzZi  Zeny

M odborna M laicka

zdroj: vlastni vyzkum

Na otazku 2, tykajici se pohlavi, oznacilo u odborné vetejnosti 31 obyvatel ( 62%)
muzské pohlavi a 19 obyvatel (38%) oznacilo Zenské pohlavi. U laické vetejnosti

oznacilo 23 obyvatel (46%) muzské pohlavi, a 27 obyvatel (54%) Zenské pohlavi.
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Graf 3: Dosazené vzdélani

40

30+

201

10

B odborna M laicka

zdroj: vlastni vyzkum

Na otazku 3, tykajici se dosazené¢ho vzdélani odpovédélo u odborné vetejnosti 36
obyvatel (72%) moznost e) stfedoskolské odborné a 14 obyvatel (28%) moznost f)
vysokoskolské. U laické vetejnosti odpoveédélo 8 obyvatel (16%) moZnost ¢) vyucen(a)
v oboru, 7 obyvatel (14%) moznost d) stiedoSkolské vSeobecné, 16 obyvatel (32%)

moznost e) sttedoskolské odborné a 19 obyvatel (38%) moznost f) vysokoskolské.

Hodnoceni okruhu IT (Obecné informovanost):

K vyhodnoceni okruhu II jsem pouzila bodové hodnoceni; body 1, %5, % a 0.
Soubory u obou skupin obyvatelstva zahrnuji 100 respondentti, pro vybérovy statisticky
soubor VSS; a VSS, byl proveden stratifikovany vybér na zakladé konzultace
s odbornikem. Pro interpretaci vysledkli jsem vybrala metody: Elementarni statistické

zpracovani, Neparametrické testovani a Parametrické testovani.

Elementarni statistické zpracovani:
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K zjisténi stupné¢ informovanosti dané problematiky bylo tfeba urCit primérny
stupenl informovanosti na Skale 1 az 5 (1 — minimdlni stupeii, 5 - maximalni stupetl).
Proto bylo vybrano stratifikovanym vybérem na zéklad¢ konzultace s odbornikem 50
testi odborné vefejnosti a 50 testli laické verejnosti, jejichz vysledky jsou uvedeny

v tabulce 1 a 2.

Tab.1: Vysledky zpracovani 50 dotaznikd odborné vetejnosti

Xi n; n;/ n Y (n;/ n) X . I

1 0 0 0 0

2 2 0,04 0,04 4

3 6 0,12 0,16 18

4 15 0,30 0,46 60

5 27 0,54 1,00 135
> 50 > 1,00 > 217

Tab. 2: Vysledky zpracovani 50 dotazniki laické vetejnosti

Xi n; n;/ n Y (n;/ n) X . I
1 4 0,08 0,08 4
2 17 0,34 0,42 34
3 18 0,36 0,78 54
4 10 0,20 0,98 40
5 1 0,02 1,00 5
> 50 > 1,00 > 137

Na obrazku 1 je znazornén polygon absolutnich ¢etnosti odborné a laické

vefejnosti.
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Obr. 1: Polygon absolutni ¢etnosti odborné a laické vetejnosti

30 1
25 A
20 A

10 A

0 Y I I I 1

X

—e— odborna laicka

zdroj: vlastni vyzkum

Pouzité vztahy pro obecné a centralni parametry:

Obecny moment r-tého fadu:  Of(x) = i 2o, (xp)

Obecny moment 1. fadu: O4(x) =x (aritmeticky pramér)

Centralni moment r-tého fadu: Ci(x) = Ty, (x-X)

n
Centralni moment 2. fadu: C,(x) =S, (empiricky rozptyl)
Smérodatna odchylka : S, = V(G (x)

Vypocty empirickych parametri - obecného momentu 1. fadu, centrdlniho momentu

2. fadu a smérodatné odchylky:

pro odbornou vetejnost:

0:x)=4,34 =pn
C(x)=0,72
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Sx=0,85=0c

pro laickou vefejnost:

01(x)=2,74 =
C,(x)=0,89
S, =0,94 =¢'

V tabulce 3 a 4 je uvedeno stanoveni poctu intervali a jejich hranic, v ramci

zjistovani, zda empirické rozdéleni Ize nahradit normélnim rozdélenim.

Tab. 3: Intervalové rozdéleni ¢etnosti odborné vefejnosti

X; interval n; n;/n % (nj/ n) X; . D
1 (-0 1,5 0 0 0 0
2 (1,5;2,5 0,04 0,04 4 2
3 (2,5;3,5 0,12 0,16 18 6
4 (3,5;4,5 0,30 0,46 60 15
5 (4,5 ; ) 0,54 1,00 135 27
> 1,00 > 217 > 50

Tab. 4: Intervalové rozdéleni Cetnosti laické vetejnosti

X; interval n; n;/n % (n;/ n) X; .14
1 (-0 1,5 0 0 0 0
2 (1,5;2,5 0,04 0,04 4 2
3 (2,5;3,5 0,12 0,16 18 6
4 (3,5;4,5 0,30 0,46 60 15
5 (4,5 ; ©) 0,54 1,00 135 27
> 1,00 > 217 > 50

Neparametrické testovani:
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Pfi testovani bude pouzit y* — test, pii jeho aplikaci bude pismeno k oznadovat
pocet intervall intervalového rozdéleni Cetnosti, které odpovidaji absolutni Cetnosti,
pismeno r pak pocet parametri normalniho rozdéleni (r = 2). Vyraz k-r-1 vyjadiuje
pocet stupiil volnosti, ktery umoznuje spole¢né s urcitou hladinou vyznamnosti ur¢ovat
pomoci statistickych tabulek kritickou teoretickou hodnotu theor - sz_r_l_ Hladina
vyznamnosti je volena o = 0,05.

Rimské pismeno ® ozna¢uje Laplaceovu funkci zavisejici na normované ndhodné
veli¢in€ u; (u; je normovand hodnota odrazejici horni mez x; pfisluSné¢ho intervalu
intervalového rozdé€leni ¢etnosti). Pravdépodobnosti p; jsou rozdilem ptislusnych hodnot

oznacujici empirické absolutni ¢etnosti (viz tabulky 1, 2, a 3, 4).

Potiebné vztahy pro xzexp, piau;.

2 .

np; (9)

Tab. 5: Vypolty ui, @ (u; ), Pi @ np; odborné vetejnosti

X; interval n; Ui D(u;) pi np;

1 (w005 1,5 0 -3,341 -0,113 0,333 16,65
2 | (15525 2 -2,165 0,03 0,745 37,25
3 (2,5;3,5 6 -0,988 0,169 0,14 7,00
4 | (35:45 15 0,188 0,544 0,28 14,00
5 | (4,5;0) 27 | 1,00 0,0233 1,165
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Tab. 6: Vypolty ui @ (u; ), Pi @ np; laické vetejnosti

interval

X; n; U O(u;) pi np;

1| (o5 1S 4 -1,319 0,109 0,087 43,50
2 (1,5;2,5 17 -0,255 0,475 0,347 17,35
3 (25535 18 {0,809 0,763 0,316 15,80
4 (G554 10 | 1,872 0,957 0,166 8,33
5 |@5;0 1 o0 1,00 0,0233 1,165

Tabulka 7 a 8 reaguji na pozadavek, Ze pii testu normality musi byt v kazdém

intervalu nejméné 5 vysledkii méteni. Soucasné jsou v téchto tabulkach provedeny dalsi

vypocty umoziujici stanovit experimentalni hodnotu statistického kritéria.:

Tab. 7: Uprava poétu intervali, vypodet xzexp odborné vetejnosti

Xi n; np; (ni—np))°*
np;
1 4 16,65 16,65
2 17 37,25 33,36
3 18 7,00 0,143
4+5 42 15,165 47,49
> =97,643 =1,
Tab. 8: Uprava poétu intervali,, vypocet xzexp laické vetejnosti
Xi n; np; (0 —npy)*
npi
1 4 43,50 0,028
2 17 17,35 0,007
3 18 15,80 0,306
4+5 11 9,495 0,239
> =0,58 =1

- 45 -




Botulotoxin: nebezpecny jed nebo uzitecny 1€k?

V posledni ¢asti neparametrického testovani bylo potitebné urcit prostfednictvim
uréené¢ho poctu stupnil volnosti v = k-r-1 = 4-2-1 = 1 a pomoci statistickych tabulek
kritickou teoretickou hodnotu theor = sz = xzk_r_l = X24_2_1 = X22 = 3,84 pii hlading
vyznamnosti a = 0,05. Prostfednictvim kritické teoretické hodnoty jiz bylo mozno
zapsat pravostranny kriticky obor W = < sz (o) ; +00).

Odbornéd vetejnost: jelikoz experimentalni hodnota statistick¢ho kritéria Xzexp =

97,643 (4. xzexp e W), lze ucinit prikazny zavér tykajici se testu neparametrické
hypotézy: Experimentalni hodnota X2exp patii do kritického oboru, lze proto pfijmout
alternativni hypotézu H, .

Laicka vefejnost: jelikoZ experimentalni hodnota statistick¢ho kritéria Xzexp = 0,58
(4. Xzexp ﬁ/ W), 1ze uéinit prukazny zavér tykajici se testu neparametrické hypotézy:

. 1 2 v e 1, - .
Experimentalni hodnota X ., nepatii do kritického oboru, lze proto pfijmout hypotézu

Ho.
Parametrické testovani:

V ptipadé dvojvybérového testovani, které v této praci pouziji lze hypotézu Hy a
H, formulovat ve tvaru:

H()I Ui = H2 nebo H()Z 01 =03, Hai K1 75 W2 nebo Hai (o)] 75 O).

Dvojvybérovy t-test:

Statistické kritérium:

W - U nyny (ng +ny —2)

texp =
V(01— DS + (ny— 1)Sy? n, +n,

Kritické hodnoty: - tyj4n2 -2 (00/2), thim2-2(0/2)

Kriticky obor: = W = (- 00, <ta1em2(00/2)y U (t,111p0(0/2), )
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t05(0,025) = 1,96 => W =(-0;-1,96> (J <1,96; + )

Hodnoty vypogitané pii elementarnim statistickém zpracovani jsou S,> = 0,72 = o,

X = w=434;y=w=2,74; S = 0,89 =¢’, n; = 50, n, = 50. Po dosazeni:

Wi - Mo nny(n; +ny—2)

texp = = 8,909 => texp cW
N (n— l)SX2 + (np— l)Sy2 n; +n

Interpretace vysledku:

Experimentalni hodnota te, patii do kritického oboru, na hladiné vyznamnosti o =
0,05 lze zamitnout nulovou hypotézu Hy. Zkoumany vybérovy soubor VSS; a dalsi
vybérovy soubor VSS; nemohly byt vybrany z jednoho a téhoz vnéj$iho souboru ZSS.

Rozdil mezi X = u; a’y =y, je na hladin€ vyznamnosti o = 0,05 statisticky vyznamny.
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5. DISKUSE

5.1 Shrnuti podkladu pro diskusi

Po 11. zafi 2001 jsme si ndhle uvédomili redlnost a zdvaznost hrozby terorismu,
diive vice, ¢i méné¢ v naSich myslich potlacované. K teroristickému tutoku byvaji
pouzivany vybusSniny, ale miZe se jednat i o zneuziti chemickych latek a biologickych
prostfedkd — infekénich agens. Jako biologickd zbran muize byt pouZita pfirodni i
geneticky upravend infek¢ni agens napiiklad mikrobidlni toxin botulotoxin.

V soucasnosti je velmi pravdépodobné jeho nasazeni jako biologické zbrané
hromadného ni¢eni.V ptirod¢ vyuZzivaji nékteré bakterie toxiny ke své obrané i k agresi.
Lidé se obcas stanou jejich ob&tmi, ale také témi, ktefi budou chtit znalost uc¢inkt
obratit ve sviij prospéch. Rusko a USA byly a jsou jedny ze statd, které pracovaly na
vyzkumu biologickych zbrani uz od druhé svétové valky. Pied a po udalostech z 11.
zat1 2001 se také velmi vyznamné zasobil timto prostiedkem Irak.

Proc¢ je toto biologické agens tak atraktivni? Myslim si, ze hlavn¢ diky snadné
priprave, vysoké u¢innosti a nanogramovych mnozstvi dostacujici k vyvolani otravy, a
to jsou aspekty, které tuto latku stavéji na Zebticek jedné z nejjedovatéjSich. Statistika

V ptipad¢ pouziti botulotoxinu Ize rozlisit dva typy utokti. Prvnim typem je
kontaminace vody nebo jidla. Pfi peclivém planovani a efektivnim vyuziti biologickych
zbrani se mohou obéti takového titoku pohybovat v fadu stovek. Utok tohoto typu je v
kratkém ¢asovém horizontu nejvice pravdépodobny.

Druhym typem je utok na cilovou oblast aerosolovymi ¢ésticemi, které budou
obsahovat ptislusné patogeny nebo toxiny. Tento typ je sice nejvice ucinny, ale zaroven
predstavuje nejvetsi technologické komplikace. Bojova latka by musela byt urena pro
aerosolovy rozptyl a castice by musely mit optiméalni velikost a odolnost vici
environmentalnimu pasobeni. Navic je takovy Utok zcela zavisly na meteorologickych

podminkach.
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Jaké jsou moznosti piislusnikii armady dostat se do styku s timto agens:
vdechovanim zamoieného vzduchu, proniknuti zdrodkd nemoci pies kizi a sliznice,
poziti zamofené potravy a vody, napadeni infikovanym hmyzem, stykem se
zamofenymi predméty, poranéni stfepinami biologickych zbrani a stykem s dalSimi
nemocnymi osobami. Umrtnost nelééenych osob se pohybuje okolo 65 %, u téch co
ptezili dochéazi k Uplnému vymizeni pfiznakl az po 2 — 6 mésicich. A proto vzdejme
hold ptislusnikiim Chemické, biologické a radia¢ni obrany, ktefi jsou nedilnou soucésti
kazdé mise do vale¢nych oblasti.

Terapie botulismu musi byt piedevSim intenzivni, spo¢iva v podpirné péci a
pasivni imunizaci pacienta antitoxinem. V soucasné dob¢ jsou k dispozici dva druhy
antitoxinovych preparatii pfipravovanych z komiského séra. Ustavy vefejného zdravi
maji udélenou licenci na trivalentni antitoxin proti botulotoxinim A, B, a E. Armada
USA ma jesté pokusny antitoxin proti vSem typtim. Prevence inhala¢ni formy spociva
pfedev§im ve v€asném podani pasivnich protilatek z komiského séra, nebo aktivnim
pentavalantnim toxoidem proti typiim A az E.

Dnes se u nas detekci biologickych agens a toxinll zabyva Laboratot biologického
monitorovani a ochrany. Laboratof je vybavena pfistrojovou technikou pro detekci
patogenii pomoci molekularnich metod, mikrobiologické kultivace a hmotnostni
spektrometrie.

Jednim z hlavnich tkold laboratoife je podpora dozoru provadéného Statnim
ufadem pro jadernou bezpecnost, jemuz byla svéiena statni sprava v oblasti kontroly
dodrzovani zakazu bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani zdkonem ¢.
281/2002 Sb. Obé pracoviste se rovnéz zabyvaji vyzkumnou ¢innosti.

Myslim, Ze je otdzkou ¢asu do jaké miry se biologicky terorismus rozvine. Hrozba
je kazdopadné realna, a proto jsou pfipravovany a ve veétSiné piipadd jiz pripraveny
systétmy detekce a identifikace jednotlivych patogend, jsou vytvofeny integrované

zachranné systémy vychazejici z riznych krizovych plani.
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5.2 Diskuse splnéni cilii a hypotéz prdace

Cile prace byly stanoveny ve dvou oblastech: a) poukédzat na problematiku
intoxikace bakterii Clostridium botulinum, b) zjistit miru informovanosti laické a
odborné vetejnosti. Splnéni téchto cili mélo byt ovéfovano prostiednictvim dvou
hypotéz:

H1: Odbornou vefejnosti je botulotoxin povazovan za jeden =z
nejpravdépodobnéjsich jedl, ktery by mohl byt zneuzit jako nastroj bioterorismu a jeho
studiu je vénovéna velka pozornost.

H2: Laickou vefejnosti je botulotoxin vniman spiSe jako kosmeticky prostfedek
k odstraniovani vrasek v obliceji a o jeho teroristickém zneuziti ma jen malo informaci.

Ob¢ hypotézy byly postupné zkoumany teoretickou ¢asti prace a praktickou casti

prace. Navaznost téchto dvou ¢asti predstavovala metodiku bakalaiské prace.
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6. ZAVER

I kdyZ je botulotoxin povazovan za nejuc¢innéjsi znamy jed a z hlediska teroristy je
jako biologicka zbran vyhodny, je jeho pouziti omezené nékterymi faktory. Predevs§im
tim, Ze se nesiii endemicky z ¢lovéka na Cloveéka a také existuje proti nému specifické
antisérum. Na druhé strané, pfirozeny producent toxinu, anaerobn¢ zijici bakterie
Clostridium botulinum, se vyskytuje témét vSude, neni tedy velky problém ji ziskat.
Toxin se vyuziva i v kosmetickych procedurach — €ili i zde mize byt skryt potencialni
zdroj suroviny pro ptipadny tutok.

Z hlediska ohrozeni populace je dillezité zajiSténi jeji bezpecnosti a to na zakladée
znalosti  zasahujicich slozek Integrovaného zachranného systému v piipadé
bioteroristického utoku. Na zdklad¢ vysledkli mého prizkumu mohu konstatovat, ze
slozky Integrovaného zachranného systému jsou dostate¢né¢ informovany o
problematice botulotoxinu a bioterorismu. Laickd vefejnost naopak vnima botulotoxin
jako pomucku v oblasti kosmetiky.

Doufam, Ze tato prace prispéje k rozsiteni znalosti o botulotoxinu a jeho mozného

bioteroristického pouziti u zajemct z fad odborné i laické verejnosti.
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8. KLICOVA SLOVA

Clostridium botulinum
Biologické zbran
Biologicka agens
Bioterorismus
Botulotoxin
Botulismus

Antitoxin
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	        Speciální sérum proti vráskám, obsahuje látky na bázi peptidů (uvolňují svalová vlákna) dokonce zabraňuje vzniku vrásek při jeho preventivním použití. Je vhodné jak pro ženy, tak pro muže. (Vocilková, 2007) 
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ANONYMNI DOTAZNIK
Vazeny spoluobcane,

Jmenuji se Magdalena Hamernikovd a jsem studentkou Zdravotné socidlni
fakulty. Moji snahou je zjistit informovanost obyvatelstva o botulotoxinu a bioterorismu
obecné.

Prosim Vas proto o laskavé vyplnéni tohoto dotazniku. Dotaznik je anonymni a
jeho vysledky budou vyhodnoceny pouze v mé bakaléiské préci, pro jejiz ucel je tento
dotaznik sestaven. Véfim, Ze neodmitnete moji zddost. Vyplnéni dotazniku Vam zabere
skutecné jen nékolik minut.

Velice Vam dékuji za Vasi ochotu a spolupraci pri vypliiovani tohoto
dotazniku.
Magdalena Hamernikova , studentka ZSF JU

Vlastni dotaznik

L. Identifika¢ni udaje
dopliite prosim

1) Kolik je Vam let? ............

2) Jste a) muz
b) Zena

3) Jaké je Vase vzdélani ? a) neukoncené zakladni
b) ukoncené zakladni
c) vyucen(a) v oboru
d) stfedoskolské vSeobecné (gymnazium)
e) stfedoskolské odborné
f) vysokoskolské

I1. Obecna informovanost
4) Pocet obyvatel Vaseho bydlisté (mésta) ?  a) do tisice obyvatel
b) do deseti tisic obyvatel
c) pries deset tisic obyvatel
d) pres padesat tisic obyvatel
5) Setkal(a) jste se nékdy s pojmem BOTULOTOXIN? ANO - NE

6) Lze BOTULOTOXIN pouzit v kosmetice, 1ékatstvi? ANO —-NE
Pokud ano, napiste JaK?.........cooouirieiiiieeie e

7) Znate onemocnéni BOTULISMUS, otravu klobasovym jedem? ANO - NE
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8) Znate ptivodce tohoto nemocnéni? ANO - NE
Pokud ano, NapiSte?........c.eerieeiieriieeiieiie ettt

9) Pfendsi se toto onemocnéni z ¢loveéka na clovéka?  ANO - NE

10) Jaké jsou klinické formy tohoto onemocnéni? ~ VIM - NEVIM
Pokud vite, JaKE?.......oooeiieeieeeeeee e s

11) Lze toto onemocnéni 1é¢it? ANO - NE
PoKUA VITE, CIM?..uviiiiiiiiieiiieieee ettt e e e

12) Problematika bioterorismu je v soucasné¢ dob¢ stale aktualngjsi, myslite,ze je
realnou hrozbou 1 pro CR? ANO - NE

13) Lze botulotoxin pouzit jako G&innou zbrai bioterorismu? ~ VIM - NEVIM
Pokud vite, Jak? ...

14) Znate n&jaké udalosti , kdy byla pouZita biologicka zbrann?  ANO - NE
Pokud ano, JaKE?........ooeeiiiiiiiee e e e

15) Co by jste délal(a) v ptipad¢ teroristického utoku?

a) opustite nebezpecné misto a vezmete s sebou nejnutngjsi véci (doklady)
b) zistanete na misté a vy¢kate na piijezd policie CR

¢) pokusite se teroristy zneskodnit

16) Setkal(a) jste se s pojmem ochrana obyvatel? ANO - NE
Pokud ano, 0dKUA?..........ooooiiiiiiiiieceeeeeeeeeee e

17) Jaké ukoly ochrana obyvatel zejmena predstavuje (doplitte Cinnosti dle Vaseho
usudku) ? VIM - NEVIM
Pokud vite, JAKE?........oieiieiieeie e

18) Na jaké telefonni ¢islo budete volat pfi hlaSeni mimotradné udalosti? a) 158

b) 155

c) 150

d) 156

e) 112
Velice Vam dékuji za Vasi ochotu a spolupraci pri vypliiovani tohoto dotazniku.
Magdalena Hamernikova , studentka ZSF JU
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Mechanism of Action of Botulinum Toxin

A Normal Neurotransmitter Release

SMNARE Proteins
Farm Complex

Vesicle and Terminal
Synaptobrevin Memhbranes Fuse
NARE
ﬁmem SMNAP-25
Syntaxin

NERVE TERMINUS

B Exposure to Botulinum Toxin

Light Chain Cleaves
Specific SNARE Proteins

Botulinum Toxin _
Endocytosed :
Types B, D, F, G

Types A, C. E

Does Not Form

\

Membranes
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Mechanism of Action of Botulinum Toxin

A, Release of acetylcholine at the neuromuscular junction is mediated by the assembly
of a synaptic fusion complex that allows the membrane of the synaptic vesicle
containing acetylcholine to fuse with the neuronal cell membrane. The synaptic fusion
complex is a set of SNARE proteins, which include synaptobrevin, SNAP-25, and
syntaxin. After membrane fusion, acetylcholine is released into the synaptic cleft and

then bound by receptors on the muscle cell.

B, Botulinum toxin binds to the neuronal cell membrane at the nerve terminus and
enters the neuron by endocytosis. The light chain of botulinum toxin cleaves specific
sites on the SNARE proteins, preventing complete assembly of the synaptic fusion
complex and thereby blocking acetylcholine release. Botulinum toxins types B, D, F,
and G cleave synaptobrevin; types A, C, and E cleave SNAP-25; and type C cleaves
syntaxin. Without acetylcholine release, the muscle is unable to contract. SNARE
indicates soluble NSF-attachment protein receptor; NSF, N-ethylmaleimide-sensitive

fusion protein; and SNAP-25, synaptosomal-associated protein of 25 kd.

Clostridium botulinum




http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://cyberlab.lh1.ku.ac.th/elearn/faculty/aid/id77/can/image/Clostridium-botulinum.jpg&imgrefurl=http://cyberlab.lh1.ku.ac.th/elearn/faculty/aid/id77/can/can2.htm&h=188&w=235&sz=10&hl=cs&start=22&tbnid=uz7JS0vzQZ97OM:&tbnh=87&tbnw=109&prev=/images%3Fq%3Dclostridium%2Bbotulinum%26start%3D20%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DN
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Crystal structure of Clostridium botulinum neurotoxin B.

Clostridium botulinum toxin A

Molecular recognition of an Adp-Ribosylating
Clostridium botulinum C3 Exoenzyme by RalaGtpase.




http://www.cholesterolresearch.net/structure_explorer.php?pdb=2BOV
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Clostridium botulinum




http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.haut-laser-venen.de/img/clostridium_botulinum_kultur.jpg&imgrefurl=http://www.haut-laser-venen.de/plastische_chirurgie_bruststraffung.html&h=143&w=190&sz=4&hl=cs&start=143&tbnid=Nnp1s6-0lMt7tM:&tbnh=78&tbnw=103&prev=/images%3Fq%3Dclostridium%2Bbotulinum%26start%3D140%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DN

http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.vet.uga.edu/vpp/NSEP/Brazil2002/clostridium/Images/coloniaCbotulinum.jpg&imgrefurl=http://www.vet.uga.edu/vpp/NSEP/Brazil2002/clostridium/Port/BTetiology.htm&h=240&w=375&sz=21&hl=cs&start=79&tbnid=SCgaC4gE3LoFnM:&tbnh=78&tbnw=122&prev=/images%3Fq%3Dclostridium%2Bbotulinum%26start%3D60%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DN

http://images.google.cz/imgres?imgurl=http://www.dmsc.moph.go.th/webroot/chiangmai/pic/costidium2.JPG&imgrefurl=http://www.dmsc.moph.go.th/webroot/chiangmai/research47-5.htm&h=277&w=325&sz=14&hl=cs&start=283&tbnid=CEFEu-yCeyzYdM:&tbnh=101&tbnw=118&prev=/images%3Fq%3Dclostridium%2Bbotulinum%26start%3D280%26ndsp%3D20%26svnum%3D10%26hl%3Dcs%26lr%3D%26sa%3DN
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Clostridium botulinum
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Collective random phenomenon and reason of its investigation a-1
Statistical unit Statistical sign Variants (values) Choice
of statistical sign of statistical units

v v v v

Selective statistical set (SSS) as a part of basic statistical set

Goals of statistical examination e-1=a-2
Creating of scale Frequencies tables Graphical expression Empirical
Measurement (Empirical distribution) parameters

v v v v

Empirical picture of selective statistical set

Necessity of probable investigation e-2=a-3
Choice of acceptable Quantification of Comparison of theoretical
theoretical distribution theoretical parameters and empirical parameters
Testing of Point & interval estimation Testing of
nonparametric hypotheses (e.g. confidence interval) parametric hypotheses

Empirical & probable picture of selective statistical set

Necessity of association investigation e-3=a4
Statistical dependence Regression analysis Correlation analysis

(causal, non-causal)

' ' '

Empirical & probable & association picture of selective statistical set
Interpretation and conclusions as the statistical & probable dimension
of investigated collective random fenomenon e-4

v

Applied statistics a-5 used methods
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Fig. 1

whole

Model of order of four analytical-synthetic structures of statistics as a

LEGEND to whole figure Fig. 1

|a—1|—>|e—1|, |a—2|—>|e—2

a-3 |—>| e-3 | One - Sample Analysis

b

laaloled]

Two / Multiple - Sample Analysis

LEGEND to partial structures of figure Fig. 1

a-1

e-1

a-2

_>

e-2

distribu

fion

expression

paremeters

paremeters

_>

e-3

Ho):

test,

Formulation of statistical examination

Relative & cumulative frequencies } Empirical
Plotting functions: e.g. Plot Frequency Polygon } Graphical
Average-Means, Variance-Standard deviation, }  Empirical
Obliqueness, Pointedness + Empirical

Theoretical distribution (partial survey in alphabetical order):
Bernoulli, Beta, Binomial, Chi-square, Discrete Uniform, Erlang, Exponential,

Gamma, Geometric, Lognormal, Negative Binomial, Normal, Poisson, Student'
Triangular, Uniform, Weibull
Testing of nonparametric hypotheses (Hypothesis test for Hy - receive or reject

e.g. computed Wilcoxon's test, Kolmogorov-Smirnov test, Chi-square test
e.g. at alpha = 0,05

Point & interval estimation:
e.g. confidence interval for Mean, confidence interval for Standard Deviation

Testing of parametric hypotheses (Hypothesis test for Hy - receive or reject Hy):
e.g. computed u-statistic, t-statistic, F-statistic, Chi-square statistic, Cochran' s

Barlett' s test, Hartley' s test
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e.g. at alpha = 0,05

a-4 L p e-4 Statistical dependence:

e.g. confidence interval for difference in Means (Equal variances, Unequal
variances)
e.g. confidence interval for Ratio of variances

Regression analysis: simple - multiple, linear - nonlinear

Correlation analysis: e.g. Rank correlation coefficient, Pearson' s correlation
coefficient

Description of four partial analytical-synthetic structures

The example of applicability of analytical-synthetic modelling presented via Fig.
1 is introduced by means of description of statistics as a whole. In the framework of this
description it is possible to indicate four partial analytical-synthetic structures of
statistical dimension of investigated problem.

Now, these four partial analytical-synthetic structures will be presented. Within
this presentation let us compare general model of analytical-synthetic structure of
investigated problem (from investigated phenomenon to the result of solution given by
intellectual reconstruction) with figure Fig. 1 "Model of order of four analytical-
synthetic structures of statistics as a whole".

First structure a-1 e-1 (see Fig. 1)

From investigated phenomenon (marked a-1)
"Collective random phenomenon and reason of its investigation"
to the result of intellectual reconstruction  (marked e-1)
"Selective statistical set as a part of basic statistical set"

Second structure e-2 (see Fig. 1)
From investigated phenomenon (marked a-2)

"Selective statistical set as a part of basic statistical set"
to the result of intellectual reconstruction  (marked e-2)
"Empirical picture of selective statistical set"

Third structure a-3 |y |e3 (see Fig. 1)

From investigated phenomenon (marked a-3)
"Empirical picture of selective statistical set"

to the result of intellectual reconstruction  (marked e-3)
"Probable picture of selective statistical set"
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Fourth structure a-4 > -4 (see Fig. 1)

From investigated phenomenon (marked a-4)
"Probable picture of selective statistical set"

to the result of intellectual reconstruction  (marked e-4)
"Asoociation picture of selective statistical set"

Applied statistics as (see Fig. 1)
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Tabulka ¢. 1 — Normovana normalni distribucni funkce ®(u)

u D(u) u D(u)
0,00 0,500 1,55 0,939
0,05 0,520 1,60 0,945
0,10 0,540 1,65 0,951
0,15 0,560 1,70 0,955
0,20 0,579 1,75 0,960
0,25 0,599 1,80 0,964
0,30 0,618 1,85 0,968
0,35 0,637 1,90 0,971
0,40 0,655 1,95 0,974
0,45 0,674 2,00 0,977
0,50 0,691 2,05 0,980
0,55 0,709 2,10 0,982
0,60 0,726 2,15 0,984
0,65 0,742 2,20 0,986
0,70 0,758 2,25 0,988
0,75 0,773 2,30 0,989
0,80 0,788 2,35 0,991
0,85 0,802 2,40 0,992
0,90 0,816 2,45 0,993
0,95 0,826 2,50 0,994
1,00 0,841 2,55 0,995
1,05 0,853 2,60 0,995
1,10 0,864 2,65 0,996
1,15 0,875 2,70 0,997
1,20 0,885 2,75 0,997
1,25 0,894 2,80 0,997
1,30 0,903 2,85 0,998
1,35 0,911 2,90 0,998
1,40 0,916 2,95 0,998
1,45 0,926 3,00 0,999
1,50 0,933

Ze symetrie vyplyva: ® (—u)=1-® (u)

priklad: prou= -2,5
D(-2,5=1-02,5)=1-0,994 = 0,006
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