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' , Cesko,sl'ov_enské. -
epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

ROCNIK VI. KVETEN 1957 GISLO 3

" Ustav pro lékafskou mikrobiologii a imunologii KU v Praze, pfednosta prof. Dr F. Pato¢ka

POKUS O DOSAZENI L FOREM LISTERIA
MONOCYTOGENES

M. SUCHANOVA a FR. PATOCKA

Sama existence lidskych adnétnich listerios, jak byla zaznamenina postupné
fadou autort na celém svété [viz H. Seeliger: Listeriose (5)] a od r. 1951 kaZdo-
" roéné pozorovana také v CSR [Patotka—Benda (4), Vacek (7), Suchanova a spol.
(6), Mentikova (3)] vede k vysoce pravdépodobné pfedstavé diaplacentarniho pte-
nosu listerie podle vseho intaktni placentarni bariérou. Nafe zkuSenosti (celkem
shodné s vét§inou autord cizich) doposud ukazuji, Ze ndkaza matek listeriosou za-
chvacenjch plodd nastdva nejpravdépodobnéji v poslednich mésicich gravidity. Je
zhusta 1naparentn1 z velké ¢asti lehkého a klinicky netypického charakteru a jen
vzacnéji t€Z8i a vyrazna.

Vstupni branu niakazy matky, ]ak ]e z-pfedeslaného pochopltelno — vét§inou
neznime. Podle nasi pfedstavy, ovéfené pfipadem Mensikové, muze ji byt sliznice
a-lymfatickd tkan tonsil. Podle experimentt na zvifeti (1, 2) lze privem usuzovat
té7 na pomérné astou infekci alimentarni, pfipadné pfenos cestou konjuktivalni.
Naproti tomu neni nic zndmo o vzniku listerie do gravidni matky traumatem, ac
se to rovnéZ neda vylou¢it [viz téZ naSe experimenty (6)]. Uropoeticky aparit, ja-
kozto misto primarniho vniku listeriové infekce do organismu téhotné, se nam
zd4 byt malo pravdépodobny, ackoli jsou listeriové pyelitidy a cystopyehtldy po-’
psany v pripadech adnatnich listerios téméf nejéastéji. VétSinou zde jde o nesporna

vvvvv

druhotnd onemocnéni, jez jsou paralelnim disledkem zachvaceni placenty plodu.

Nepochybné dochazi.po vniku infekce do matky kteroukoli z vyli¢enych cest,
k pfechodnym bakteriemiim, pfi nichz dochazi k prostupu listerie z krve inter-
vilosnich prostor na placentu a plod.

Jen k vili tiplnosti poznamenavame, e vyjimeéné miZe mit adnétni listeriosa
i jinou pathogenesu, t. j. ascensi nakazy per contmultatem z 1nf1kovane vaginy
do délohy a na plod (8). )

Nevyfe$enou zlstava otdzka ,jaké jsou pficiny specifické afinity listerie k pla-
centé, resp. k plodu, jez byla prokdzdna naprosto jasné jak klinikou adnatnich
listerios tak fadou experimentalnich praci [na p¥. Patterson (cit. z 5), Hahnefeld
(1), Gray (2), Suchanovd — Men¢ikova — Patotka— BeneSovi (6)]. Pfedev§im nut-
no uvafovat o té okolnosti, Ze tkan placenty samotné i embryondlni tkai plodu
jsou zvlasté vhodnym prostfedim pro mnoZeni listerii i z ne]nepatrne]s1ch infiku-
jicich kvant tohoto bakteria. Pravdépodobnou je dile domnénka, Ze specificky"
podpurny vliv na rozvinuti infekce v placenté a plodd maji vnitiné sekretorické
zmény, podminéné graviditou, nebo néktery z dosud nezndmych a procesem gra-
vidity  vyprovokovanych metabolitd, . ktery by mohl byt pro listerii podpurnymA
ristovym faktorem. V naSich orientaénich pokusech zlistal viak na pt. agofolin
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A
zcela bez vlivu na rozsifeni listeriové infekce, vyvolané nepatrnymi davkami, které
- u gravidni samice vedly aZ k smrtici generalisované chorobé.

UZ ve své prvni prici s Bendou (4) jsme naznaéili, Ze by pfestup ojedinéljch
individui listerie z krve subklinicky nebo jen velmi lehce infikované matky intaktni
placentirni bariérou mohl byt snize pochopitelny, kdyby se prokazala schopnost
tohoto mikroorganismu rozpadat se v drobné a% i snad filtrovatelné formy snaze
prochézejici, schopné viak doriist a vydatné se mnozit v citlivé tkani placenty
nebo embrya. - 4 . -

Byli jsme si védomi toho, Ze podobny problém ziistal nedofesen i pro piipad -
spirochaetae pallida, u niZ se pfedpoklad4, Ze priinik je umoznén jejim zvla§tnim
typem pohyblivosti a dokonce pro mycobacterium ‘tuberculosis, kde jako prvotni
pfi¢ina se uvadi vznik nekros v placentarnich syncytiich, které tvofi most pfechodu.

- U listerie n4s k vy$e uvedené koncepci vedl nilez drobnych granularnich forem
" tohoto bakteria, které jsme pfi prvych nagich pripadech zjistili v hnisu placentar-
nich abscest lidskych. ' : o

Polozili jsme si uz tehdy za tkol pokusit se prostudovat §ifi mozné varia-
bility listerie jednak smérem k tvorb& rozpadovych ¢astetek a jejich regeneraci,
jednak se zaméfenim k jejich piipadné schopnosti vytvafet analogon t. zv. L forem,
o nichZ se prokazalo, Ze mohou obsahovat mnozeni schopné granularni elementy,
velikosti aZ i vét3ich filtrovatelnych virusd. : ' '

A. Granuldrni formy listerie vznikajici jeji rozpadem v Zivém organismu

Pfi jinak zaméfené praci jsme zjistili, Ze vstiiknuti husté suspense Zivych vi-
rulentnich listerii s lipoidnimi adjuvanciemi podle originalniho Freundova pfedpisu.
intramuskularné kralikovi, \{ede pouze k lokalni zanétlivé reakei, v niz lze zjistit.
listerie vét§inou uz jen ve ﬂf\ormé granul nebo drobnych kokobacil.

Pokusy tohoto druhu byly provedeny celkem na 9 kralicich a to 7 neimunnich a 2 predem.
immunisovanych. Vstfiklo se 0,5 ml suspense bakterii s adjuvantni smési v poméru 1 dil bakterialni
suspense ku 2 dilim adjuvancif. V 24dném ptipadé nedoslo ke generalisaci listeriové infekee. '

Ve viech 9 piipadech byla extirpovina &istetka svalu, do n&hoz se injikovalo a to primérné
6. den po injekci. Misto vpichu bylo vysetfeno mikroskopicky, kultivaéné a 8krat sval z bezprostfed..
ntho okoli vpichu i histologicky. o ’

Mikroskopicky v nitéru z rozdrcené tkdné z mista infekce byla zji§téna svalova drf, zanétlivé
buitky rBizného typu a v men§iné ptipadd gramnegativni az gramlabilni granulka drobnych rozmérii
(i vét3f okrouhlé elementy), kterd pfipominala kulata t&liska L forem. Typické formy listerie nebyly
nalezeny. ‘. :
Histologicky (doc. Dr Bedna¥, doc. Dr BeneSova) byl dokézdn v intermysiu riizné intensivni,.
resorptivni, granulomatosni zdnét. Jenom v nékterych pripadech byly prokiziny napadné kratké,
vyjime&né také bézné veliké grampositivni bipoldrni tyéinky v nepatrném poétu. Ve viech 9 ptipadech:
vyrostla bohatd kultura listerie,

AniZ bychom z téchto pozorovani chtéli &init zv14§té diirazné zavéry, pro néx
nam chybi také pfesné kvantitativni hodnoceni pomérii, mame snad pravo z nalezu
necharakteristickych granuldrnich a kratkych forem a z diskrepance mezi chudosti’
mikroskopického obrazu a bohatosti kultury soudit, e listerie za uvedenych po-’
mér ve tkdni podléhd morfologickym zménadm pf¥i relativné dobrém zachovani
ristovych schopnosti. . _

Velmi zfetelné granularni formy listerie byly zjistény histologicky u kralika.
infikovaného malym kvantem listerii a to v histiocytech v okoli plicnich listeriomi.
Rozméry téchto granuli odhadujeme daleko pod 1 mi, takze podle nageho nazoru.
odpovidaji zhruba svou velikosti kokobacilarnim formam Rickettsia Burneti. Be- .
ne§ovd a Menéikovd v pfipravované praci potvrzuji- zcela analogické nalezy
v plicnich histiocytech déti pfi adnatni listeriose. '
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Radou pokus@ jsme si ovéfili skute¢nost publikovanou jiz pred nami, ze liste-
ria monocytogenes je bakteriem velmi rychle se mnozicim ve vSech tkdnich vy-
vijejictho se kufectho zarodku, které také infekci zpravidla podléha a to tim rychleji,
¢im je mlad$i. Nejrychleji usmrcuje podle nasich zku$enosti inokulace do Zloutko-
vého vaku, ktery se ukazal citlivéj§im a rychlej§im detektorem listerie z nepatrnjch
inokulaénich kvant nezli hodnotny glukosovy bujon.

Celkem jsme zpracovali z nejriznéjiich vyzkumngch divoedi asi 250 embryi 7— 8dennich,
naotkovanych velmi fidkou, mladou kulturou listerii. Embrya vesmés hynula do 2, resp. 3 dna, pii
temZ Zloutkovy vak, embryo samo, amniotonickd i alantoidni tekutiny byly naplnény grampositiv-"
nfmi granuldrnimi formami listerie tvaru i velikosti velmi drobnych a stfednich kokd. Typické
bakterialni formy listerie v kufecim embryu se vyskytovaly roviéz, byly vsak pombrné vzicné. Vy-
skytovaly se zejména tehdy, bylo-li embryo po uhynuti ponechano je§té nékolik hodin v inkubatoru.
Histologicky nalez nékterych uhynulych embryi zhruba potvrdil bakterioskopii. . .

Ze zloutkového vaku, embryélnich tekutin i tkdni vyrostla rychle typickd kultura listerie v n4-
padng velikém mnozstvi.

Granularni, pfipadné kokovité formy listerie v téchto pokusech pfipominaly. velikosti a samo-
ziejmé i tvarem ony, jez byly prokdzany uz dfive v lidskych placentdrnich abscesech, ptipadné
i intraceluldrni granula v plicnich histiocytech u kralika i ¢lovéka.

Potvrzuje tedy kultura v tkanich mladého kufeciho zirodku schopnost listerie
vytvafet drobné kokovité formy, které zcela nepochybné snadno doristaji v ty-
picky formované listerie. - ) :

K dosazeni vét§iho kvanta drobnych resp. rozpadovych forem listerie, jehoz
by bylo mozno vyuzit i k filtraénim pokustim, jsme pouzili dile metody kolodio-
vych vaeka. : :

Vagky byly zht;toveny zhruba podle Keila ze 4% kollodia, naplnény bud bujonovou kulturou
nebo suspensi listerie ve fysiologickém roztoku, uzavieny a zality pod kazi kralikim. Nékteré
Sarie vacki byly kalibroviny na dimensi-péri barvivy, pti éemz zjisténo, ze tyto kolisaly v Sirokjch
mezich podle zpisobu preparace, zpravidla se vsak zdily mensi ne: 10 mmi. U velké &é4sti vackd
se pfi vhojeni jejich zdvé&r prakticky neviditelné uvolnil, coz bylo pfi¢inou, Ze v téchto pripadech
jednak pronikala kontinualni mikrokvanta listerii do okolni tk4ng, jednak se ve va¢ku hromadil
zdnétlivy exsudat z okoll. Vacky extirpovany po 4 a 7 dnech pobytu ve zvifeti, jejich obsah odpipeto-
van, pfezkouSen mikroskopicky, kultivaéné i co do obsahu bilkovin a pouzit k filtraénfmu pokusu.
Experimentovano celkem na 20 kralicich a 3 mor&atech. '

Vysledky pokusd lze zhruba rozdélit do 3 skupin. Prvi zahrnuje ty ojedinélé piipady, kdy
obsah kollodiového va¢ku nekomunikoval s okolni tkini. V téchto pfipadech' byla reakce obsahu

. se sulfosalicylovou kyselinou negativnf a listerie prakticky bez morfologickjch zmén homogenns
v suspensi rozptylené. V druhé skupiné byla komunikace naprosto nepatrn4, reakce obsahu se sulfo-

* salicylovou kyselinou slab& positivni, listerie z&4sti morfologicky i tinkéné intaktni, ale- shluklé
v masy. Mimo né bylo vidét znatné mnozstvi drobnych grampositivnich granul. Vacky ze treti
skupiny, nesporné pod vlivem Zivéj§tho pfilivu exsudtu z rdny (v§jimeéng nalezeny v obsahu leuko-
cyty), obsahovaly velké mnozstvi bilkovin, men$f mnozstvi shluka listeriovych €], zato viak absolutni
pfevahu drobnych grampositivnich i gramlabilnich granul z listeriovych t&l. Kultivace z va¢ku
viech tif skupin prokazala listerii vidy ve velkém mnozstvi.

- Obsah v4cki zejména ze tiet{ skupiny byl zfiltrovan pies Schottiv filtr G5 a potom naotkovan
jednak do glukosovych bujont, jednak vstiiknut v mno#stvi 0,5 ml do zloutkovych vaka 7 az 8den-
nich kufecich szdrodkd. V Z4dném z téchto pripadii neprokazan z filtritu touto metodikou rést
listerie. Kultivaci obsahu' v4&ka zji§téna viak ve viech ptipadech listeria ve velkém mnozstvi.

Z téchto pokusi-lze soudit, Ze kultura listerie v kolodiovych vaécich, podobné
jako ve svalu kralika nebo ve tkdni kufeciho embrya, kde pfijde do kontaktu s t&-
‘lesnymi tekutinami, podléhd granuldrnimu rozpadu. Tim vznikaji formy sice velmi -
drobné, ale filtrem neprochazejici. ' .

V 5 ptipadech jsme pokus modifikovali tak, Ze jsme zkusili filtrat nakoficen-
trovat centrifugaci na §védské ultracentrifuze po dobu 30 min. za dosaZeni maxima
30.000 obratek/min. V téchto ptipadech byla do bujonu resp. do kufectho zarodku
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inokulovana. pouze tekutina spodnich vrstev centrifugaénich rourek, které ovsem
neobsahovaly zadny viditelny sediment. V jediném p¥ipadé z téchto péti centrdugat
naockovany do zloutkového vaku kufeciho embrya, vedl po 4 dnech k Vyvmu
typické listerie, kterd usmrtila embryo generalisaci infekce. Tento celkem uZ ne-
cekany Vysledek zaznamenivame pfedev§im kvili uplnosti, nebot se nam nikdy
.poté jej nepodaftilo reprodukovat.

B. Pokusy o pireménu kultury listeria monocytogenes na t. zv. L formu

V této fadé pokusii se zimérné pouzivalo &erstvé isolovanjch kment listeria
monocytogenes, protoZze se opakované prokazalo ze k tvorbé L forem jsou nej-
vhodnéjsi stlgmatlsovane primokultury a nejméné vhodné kmeny dlouhou dobu
pasézované na nezivych kultivaénich pidach. Nase dalsi prace skuteénost potvrdila.

"‘Brzy se ukazalo, Ze pfeména listerie z kmen& nami 1solovanych adnatnich
listerios na typické L formy je nesnadnym problémem. Jak je pfi této praci béiné,
bylo k prvym experimentiim o pfeménu pouZito penicilinu.

. Pracovali jsme béiné zniamou metodikou agarového zlabku (Dlenes), do
néhoz byly nakapéiny rizné koncentrace pemcﬂmu 10, 50, 100, 500 j. penicilinu
v 1 ml). U viech 12 nami zkousenych kmend jsme dosahh pouze ostré hranice
inhibi¢ni zony, ve které po 2 az 7 dnech se zadaly objevovat sporé droboucké ko-
lonie listerii, slozené z drobnjch kokovitych atvardi, ale jinak nevykazujici zZaddné
typické znaky L forem.

K dalsim pokustim jsme zkusili pou Zit specifické protilatky ve formé hypér,—
Imunniho homologniho antilisteriového sera (titr komplement fixaénich proti-
latek 1: 512), inkorporovaného v mno#stvi 10% do mékkého zivného agaru i te-
kuté pidy. Kromé shlukovéni bakterii v tekutém prostiedi ]sme po preockovam :
nepozorovah formaci kolonii charakteru L.

Podle prace Wittlerové (9) ukazalo se i pr1dan1 glycmu do kultivaénich pud
faktorem podporuumm formaci L kolonii u nékterjch bakterii na pf. hemofild.
Zkusili jsme pro nase listeriové kmeny i tuto metodu a to tak, Ze jsme pfidavali
glycin v kvantu od 0,5—3% do mékkych agarovych pad s 10% koriského sera,
na néz jsme naockovali tfi erstvé isolované kmeny (6, 18, M.). Inkubovéno anae-
robné, odéitdvano denné po 7 dni; hodnoceno v naterech barvenych gramem a tis-
kovymi preparaty barvenymi giemsou. )

V téchto pr1padech byl tspéch aspoii é4steény. V koloniich ze viech tfi kmenii’ i
byla pravidelné pfi koncentraci glycinu 1—2 %-zjistovdna tvorba vlaknitych forem,
mnohem delSich nez jak jsou prav1delne nachazeny v listeriovych koloniich R faze,

* a ojedinglé sferoidy, odpovidajici svymi rozméry i strukturou velkym kulatym té-
liskim L forem.

Piesto viak nelze Fici, Ze by kolonie obsahu]1C1 tyto dvé abnormalni formy
listerie odpovidaly ve: svém celku charakter1st1ckym L kolonum bakterialnich
L.forem.

V posledni fadé pokusu jsme se pokusﬂl 0 kombmam obou vlivd, jez se zdaly
mit podle predchazejicich pokusti alespoii ¢asteény podpirny efekt na tvorbu ko-
lonii ptechodnych k L formé. .

Tyto pokusy se provadély tak #¢ do pidy, slozeni: bujon z infuse z Hovézich srdei s 1%
proteose peptonu 3 (Difco), s 2% NaCl, s 1,25—~1,50% praskovaného agaru a s 10% maktlvova-
ného koiiského sera, bylo inkorporovéno 1 % . ptip. 2% glycinu. Do #labku uvedeného stfedem
plotny nakapana kapka roztoku penicilinu o 100 j./ml. Pudy opét ku]txvovany anaerobné. K po-
kusum pouZito kmenu 14, 18 41.

Kolonie. rostouc1 mimo stemlm zonu pemcdmove inhibice se sestavaly z dlou-
_hych, pro glycm typlckych forem Uvnitf sterilni zony dochézelo prlbhzne 48 hodin

136

=

B

Approvéd For Release 2008/04/15 : CIA-RDP8OT00246A0028002800041-.7



Approved For Release 2008/04/15 : CIA-RDP80T00246A002800280004-7

k pomalému réstu drobnych kéloni, které obsahovaly dlouh4 vidkna a podstatng
vét§i mnozstvi kulatych t&lisek, nez ]ak bylo typické pro-glycin samotny..

Cast téchto kolonii se pak je§té v daldich dvou dnech vyvinula.ve formace
odpovidajici svou ‘vnitini strukturou zcela tomu, co popisuje Dienes jako B typ
L forem bakteridlnich. Skladala se totiZ nyni uZ z ojedinélych vlaken, ze stfedniho
kvanta velkych kulatych télisek a z velkého mnozstvi kokobacilarnich granul. Co
vSak- bylo zvlasté typické pro tyto, uz zcela jasné L formy, byla jejich-jakoby pé-
novita struktura, vyvolana okrouhlymi prazdnymi prostory mezi vjSe popsanymi
uréitymi bakterialnimi formacemi. V dal§im sledu a to aZ do 10 dni nastaval spon-
-tdnni, ale pozvolny zvrat v normalni listeriové kolonie.

Pieockovani téchto kolonii na vys§i jejich ptemény v L formu na glycmovou
piidu nezabranilo tomuto zvratu ke kultivaénimu normalu. Pteo¢kovani na, pe-
nicilinovou pédu vedlo bud k zastaveni mnozeni nebo k vyvinu mlkrokolonn se-
stavajicich z kokovitych elementd. . :

. Tato posledni serie pokusii tedy ukazala, e lze kombinaci a&inku pemcxlmu
a glycinu na nékteré listeriové kmeny dosahnout pomérné nesnadno tvorby ne-
stabilni, varianty L formy listerie, oznadované jako B typ, ktera prechizi spon-
tanné k normilnimu ristu b&inych bakteridlnich kolonii. Tato fize je tak rychle
ptechodn4, e ndm prozatim nebylo mozno ji podchytit k prohloubenémusbiologic-
kému studiu, zejména k ovéfeni, zda obsahuji bakteridlnimi filtry prochazejlm
granulka ve zllstltelnem mnozstv1

Dlskuse

Vysledky této nasi prace nedovolup prozatlm zcela ]asnych a urc1tych ZAVEri.
a také je nepokladame za ukonéené. Jsou pouze souhrnem pozorovam a vysledkd
prace zaméfené k vytéenému cili. Nechceme-li, jak jsme ostatn€ uz uvedli, dedu- .
kovat z jediného experimentu, neprokazali- jsme az do této doby existenci vétsiho
mnozstvi snadno filtrovatelnych forem listerie. Zato jsme si ovéfili starou zkuge-
_ nost, Ze listerie snadno vytvafi v kontaktu s Zivou tkdni kokovitéa asté velmi
drobne tvary, jejichZ rozméry odhadujeme ptiblizné jako u drobnych forem rickett-
sif délkou pod 1 mi. Podle vieho jsou tyto schopny (jako extrémni forma varia-
bility bakteridlniho téla listerie) i intraceluldrniho parasitismu a nesporné celkem
snadno doristaji do béznych bakteridlnich atvard.' Pfeména v L formu, ktera by
rovnéz-mohla obsahovat filtrovatelna a regenerace schopna granulka, je v zasadé
moznou, ale celkem nesnadnou a jen v prechodné fazi. Zd4 se nam, Ze tato pozo-,
rovani vyblzejl alespori k tomu, aby cela problematlka var1acn1 schopnost1 hsterle
byla dale a prohloubené studovéna. : :

'SOUHRN

Jako prispévek k feSeni problému piestupu listéria monocytogenes placentarm barierou p¥i
listeriosdch fett byla studovdna morfologicks variabilita tohoto mikroba v zivjch tkanich a na
kultivaénich pidach hlavng smérem k tvorbé drobnjch, pfipadné f11trovate1nych mnoZeni schopnjck.
¢astic, event. L forem,

Nase pokusy ~prokazaly, Ze v zivych tkdnich (v krali¢im svalu, kam byly listerie vpraveny spolu

s. lipoidn{ adjuvantni smési podle Freunda, v krali¢im podkozi, kde byly umistény v kolodiovych °
vadeich a v kufecich embryich, ockovanych do #loutkového vaku) se listerie nachazi vétdinou v drob-
nych kokovitych az granuldrnich formach, které mohou byt uloZeny i intraceluldin, na pt. v plicnich
histiocytech krélika). Na kultivaénich pidach tyto elementy snadno regeneruji v typické listerie..
Nejdrobnéjsi z nich jsou zhruba velikosti drobnych forem rickettsia burneti, jejich filtrabilitu se,
viak nepodafilo spolehlivé prokizat. °

- Na umélych pidach byla studovana schopnost listerie’ vytvafet L formu. K pokusiim pouzito
penicilinu, glycinu a homologni protilatky.
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“

Protilstka neméla vlivu v tomto sméru. Penicilin sdm vedl pouze ke vzniku velmi drobngch
kolonif, slozenych z drobnych kokid. Glycin vyvolédval dlouhé vlaknité formy 'a tvorbu nedetnych
sferoid, pfipominajicich velka kulata t&liska bakterislnich L forem. Teprve kombinaci obou posléze
jmenovangjch vlivi se podafilo-vyvolat kolonie, které svou strukturou i elementy je skladajicimi,
se naprosto lifily od bakterislnich kolonii a jasné pfipominaly L formu Dienesova typu B. Elementy
téchto kolonif pfi dalsi inkubaci a po pfeotkovini se pozvolna vracely v normilni typické listerie.

-

PE3IOME .
Monuitka pobutses JI dopm Listeria monocytogenes

Kak B3HOC K peileHHIO BOTpoca NepeXxoxeHHs Listeria monocytogenes uepes mjaneHTap-
Hblii Gapbep MpH JIMCTEPHO3aX (eETYcOB, H3Y4anach, B MKHBHIX TKAHAX M Ha NHTaTebHBIX.
cpefax, MopdQomornueckass’ BapHaGHIbHOCTD 3TOrO MHKpOGa — IVIaBHBIM 00pasoM BOIPOC

\ 0 cHOcOGHOCTH 06pa30BaHUs HM: MaJleHbKHX, ObITh MO3er q;ymbrpaﬁmbﬂmx CMOCOGHBIX K pas-
MHOXEHHIO 4acTHI, BO3MOXHO JI dopm.

Haury OneITHE I0KA3a/IH, YTO B XKHBBIX TKaHAX (B KPOJNHubeil MbllLe, B KOTOPYIO JIHCTepHH
* BBOMHMJIHCb BMECTe C JIHTIOMZHOH aablOBaHTHOI cMecblo o PpPOMHA, B KPOMHYbEM cy6Kyrane, '
rae GbIIH MOMellleHE B KOJOJHOBbIX MELIOYKaX U B KYPHHBIX 9MOPHOHEX, . MHOKYJTHDPOBaHKBIX
B JKEJITOYHBLI MELIOK) JIHCTEPHH HAXOAATCS NPEUMYLIECTBEHHO B MaeHbKHX KOKKOBHCTBIX HJIH
faxe TPaHyJNspHHIX ¢GopMax, KOTOpbie MOTYT [IOMeIaTbCsl H HHTPaUeMIyJspHo (Ha Np. B Je-
FOYHBIX THCTHOUUTAX KposHKa)., Ha nuTaTenbHBIX cpefax 3TH SJIEMEHTH JIETKO PereHepHpyloT,
npespanlafick B THIHYHbE JHCTEPHH. PasMep caMmbiX MaJIeHbKHX M3 HHX NPUGAN3HTENLHO TaKOH
. XKe KaKk y MasJeHbKHX (OpM R1cketts1a burnen, HO HX (GHABTPAGHIBHOCTL He y}laJlOCb HaJeXHO
A0Ka3aTh.
Ha mexuymax musyyanach crocoGHOCTb JIHCTepHH oépaaoaaTb JI dopmy. s onsitoB
yNOTPe6IINCh MEHULHITHH, [VIAUMH U TOMOJIOTHUECKHe NPOTHBOTEIA.
. Ilporusorena B 3TOM OTHOLIEHHH HEe OKa3anH BAHSAHHA. ONMH NEHRLHIUIHH BHI3BIBAJ o6pa-
30BaHMe JIHUIb MaJieHbKUX KOJNOHHH, COCTOSIIIMX H3 MEJNKHX KOKKOB; IMIHIHK — MOABJIEHHE JJIHH-

. HEIX BOJOKHHCTHIX ()OPM M 06Gpa3oBaHHE HEMHOTOUMCJIEHHBIX CGEpPOHAOB, HANOMHHAIOIIMX
Gonbuine Kpyribie Teabua Gakrepuiineix JI dopm. Tonbko yepes KoMO6HHAUHIO OGOHX Ha KOHEL
YIOMSIHYTBIX areHCOB yAaJoch BeI3BaTh 06pa3oBaHHe KOJIOHHH, KOTODble MO CBOGH CTPYKType
H COCTABHBLIM 3JEMEHTaM COBEpIIEHHO OTJIHUAIHCh OT GaKTEPHiHHIX KOJOHHMH H SCHO HANOMH-
nanu JI popMy B.Tuna Dienesa. DJeMeHTEI 9THX KOJOHHE NPy AajbHed el HHKy6auuu M nocmae -
nepenoca Ha NOAXOASLYI0 CPEAY MeIIeHHO oﬁpamo Bpama.n}mb B HOpMa/bHBE THIHYHBIE
JIHCTele/IHbIe ¢$HOpPMEL. - .

SUMMARY

An Attempt to Attain L Forms of Llstena monocytogenes

.

To supplement the findings concerning the problem of penetration of the placental barrier
by Listeria monocytogenes in foetal listerioses the morphological variability of this microbe has been
studied in live tissues and on culfure media. Our attention was centered on the productlon of
minute, or even filtrable particles capable of propagation, eventually bacterial L forms.

Our experiments showed that in live tissues (a — in rabbit muscle whither Listeriae were
applied with a lipoid adjuvant mixture according to Freund; b — in -rabbit subcutaneous tissue
where Listeriae were deposited in collodion sacs; and ¢ — in chick-embryo ‘'yolk-sacs) Listeriae are
usually found in minute coccoid or granular forms which can also be found intracellularly (e: g. in
rabbit lung histiocytes). These elements readily regenerate into typical Listeriae on culture media.
The minutest of them are approximately the size of Rickettsia burneti, but their filtrability has not
been reliably ascertained.

* The capacity of Listeriae to form L forms has been studied on culture media; penicillin, glycin,
and homologous antibodies were implemented in these experiménts.

The antibodies remained without any effect; penicillin alone lead to the productlon of very
small colonies composed of minute cocci; glycin evoked the production of long filamentous forms
and some spheroids similar to large spheric bodies of bacterial L forms. Combined, the two latter
substances evoked the production of colonies which in their structure and in the elements composing
the ‘wholly differed from bacterial colonies and résempled the L form type B described by Dienes.
The elements of these colonies under further incubation and- subculture gradua]ly regained the form of
typical Listeriae. .
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Text pod obrazky na kiidové pnloze

Obr. 1. 24 hod kultura Listeria monocytdgenes v bu]orru (zvétseno 1000X ).

Obr. 2. Dlouhé formy Listeria monocytogenes po 48 hod. v glycmove padé.

Obr. 3. Ojedinéla kulata ¢eliska a dlouhé formy Listeria monocytogenes na padé s glycinem
{ zvétSent 600X ). -

Obr. 4. Kolonie L-formy Listerie monocytogenes na pid€ s g]ycmem a penicilinem (zvéte-
ni 1000X ). /

Obr. 5. Kolonie L- formy Listeria monocytogenes na puadé s glycmem a penicilinem (zvetse-
nf 1000X). -

Obr. 6. Granularni formy Listeria monocytogenes v plxcnxch histiocytech kralxka
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Cs. e 1demlologie,
mikrobiologie, imunologie
VI -3-1957

Ustav epldemlologxe a mlkrobxologle v Praze feditel prof. Dr K. Ragka

NALEZY LISTERIA MONOCYTOGENES U HLODAVCU*)

JIRT SEEMAN

U listerios je epidemiologie nejméné probadanym tsekem a na mnoho otdzek
stale nedovedeme odpovédét. Celkovy obraz epidemiologie a epizootologie je velmi
. pestry a podob4a se v mnohém ostatnim anthropozoonosam. Zpisob §ifeni listerios
" s kolobéhem v pfirodé je znaéné riznorody a viechny ¢&lanky infekéntho fetézu
ne]sou dosud znamy. Zejména neznime_ viechny zdrOJe infekce, zpusoby s1ren1
a prenosu na ¢&lovéka. '

Rozsifeni listerics u zvifat ma vyznam pro §ifeni nakazy i pro pfenos na
¢lovéka. Proto je epizootologie nedilnou souéasti epidemiologie.

Jednou ze zakladnich, stile nevyfefenych otdzek jsou ‘biologické pfirodni
reservoary listerios. Jejich znalost je potiebna k sledovéani puvodu a §ifeni infekce
p¥i feSeni epidemiologickych souvislosti. :

Prvé nalezy listerii u volné Zijicich zvifat. pochaze]i ze dvacatych let od Mur-
raye a spol. a od Pirieho, ktery je nalezl nihodné pii kontrolnim vy$etfovani
v ramci hledani pfenaSe¢d moru u.jihoafrickych my3i Tatera lobengulae. My$j
zachdzely za typickych pfiznakd septikopyemické infekce. Dalsi ojedinélé nalezy
potvrzuji roz§ifeni listerios u polnich hlodavcd, jako mysi, kralikd, zajica (Gud-
kova— Sacharov v SSSR, Levy v USA). Je pozoruhodné, Ze byly listerie pro-
kazény u krys pouze v jediném pnpade v Brazilii (Machiavello). Naproti tomu
Olafson pfedpoklada, Ze krysy mohou byt pfirodnim reservoarem, podobné jako
-je tomu u moru.

Rozsiteni listerios u velkych, volné Zijicich zvifat neni ve Vvét§i mife pro-
badano. Pouze ojedinele provadéne‘—vy§etf0vén1 s positivnim nalezem listeriosy,
na pfiklad u ligky a srnéi zvéfe (Thal — Svedsko), naznaéuji, Ze se miize vysky-
tovat u lesnich zvifat ¢astéji, nez je znadmo.

Pribéh nemoci a pathologickoanatomicky nalez u zvifat, zaslych listeriosou,
se prakticky shoduje s obrazem experimentalni infekce u pokusnych a laborator-
nich zvifat. Onemocnéni bjva septikopyemického razu s postizenim jater, kde

- jsou granulomatosni loZiska s nekrotickymi centry, zvétSeni sleziny a ¢asto posti-
jeni plic s Sedobilymi uzliky. N&kdy byva postizeno i srdce, kde byva]1 drobné |
nekrosy padobné infarktovym loZiskim. '

\ Material a'metody

Uéelem naseho vySetfeni bylo zjistit orientacné promofenost zvitat llsterxerm a patrat po
ptirodnich biologickych reservosrech.

Odchyt a odbéry byly provadény v riznych pnrodmch lokalitdch v Gechach pr1 terénnich
expedicich Ustavu epidemiologie a mikrobiologie.

Provedli jsme vySetfeni celkem 2000 zvifat. Kultivaén& jsme zpracovavali orgény riznych

* volng Zijicich zvifat, pfevdZné polnich hlodavcd, ptakid synanthropnich a exoanthropnich i nékolika
velkych zvifat, dale ojedinéle nékterych chovnych zvifat. Serologicky jsme vySetfovali chovna zvifata
a srdeénf vyluhy nékterych volné Zzijicich zvifat.

Kultivaéni bakteriologické vySetfovani jsme provadéli z jater, sleziny a plic, pfipadné i ze
stteva. U nékterych drobnjch zvifat jsme zpracovivali smés jater a sleziny. Orgdny jsme po roz-
mélnéni ogkovali ptimo na krevni agar a Endovu pidu a pomnoZovali v jatrovém bujonu s nislednym
vyotkovanim na vyse uvedené pidy. )

*) Pfedneseno na sjezdu anthropozoonosy v kvétnu 1956.
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- Prezkouseli jsme metodiku kultivace po uloZeni infekéniho materidlu na dobu 2—4 i vice
tydnd v ledniéi pti teplotd 4 490, kterd postadi ke slabému pomnozeni listerii. Timto zpiisobem se
zvj3i zachytnost (Gray, Linzenmeier). Podafilo se ndm’timto zpisobem v jednom pripadé zachytit
Listerii monocytogenes. Orgdny hrabose rudého (Clethrionomys glareolus), negativni v primo-
kultufe, byly uloZeny 6 tydni v lednici a po této dobg& vyrostla pti pomnozem v jatrovém bujonu
Llstena v ¢&isté kultufe.

Vysledky

Prehled vysledku bakterlologlckych vySetfeni je vyjiddfen v tabulkach 1. a 2.
V tabulce 1. se uvadi pfevdiné vySetfeni hlodavcd, v tabulce 2: vysledky vy-
setfeni ptiki. Celkem bylo kultivaéné vySetieno 1300 zvifat. Listerie monocyto-
genes isolovana ve ttech pfipadech: prvni kmen z hrabo§e rudého (Clethrionomys

Tabulka 1. Pfehled bakteriologickych vyéeti"eni.

Volnd Zijici zvifata

. Isolace

Podet

vySetfenych
zvitat

Listeria
mono-

cytogenes

Erysi- -

. pelothrix

rhusio-
pathiae

Sorex araneus — Rejsek obecny : ’ 0
Sorex minutus — Rejsek maly : '

Neomys fodiens — Rejsek vodni

Ciocidura — Bélozubka

Apodemus sylvaticus — My#ice kfovinnd

Apodemus flavicollis — MySice Zlutohrdls

Mus musculus — My domdci

Microtus arvalis — Hrabo$ polni

Clethrionomys glareolus — Hrabo3 rudy

Rattus norvegicus — Potkan
. \

Arvicola terrestris — Hryzec vodni

Ldpus europaeus — Zajic

Sciurus vulgaris — Veverka

Oﬁdatra — Ondatra

Mustella nivalis — Lasitka

Erinaceus europseus — JeZek zédpadni

Plecotus
Myotis

Netopyr
Barbastella ’
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: Tabulka 2. Piehled bakteriologickych vySeten.

© Ptéei

R

- . Tsolace
. PQéet’ listeri erysi-
Druh vySetfenych 1steria - pelothrix
' zvifat - | faono- rhusio-
cytogenes .
pathiae
Parus major — Sykora koiadra : : - L2

Parus coeruleus — Sykora modfinka

Parus cristatus — Sykora parukdika . — —

. Passer do,n‘lesticus ~— Vrabec doméei . 65 - — ) 2 | 2

Corvus ‘frugilegus — Havran polni - 70 ) - . -

. J .
. Turdus musicus — Drozd cvréala

.

Turdus merula — Kos derny - —

Emberiza citrinella — Strnad obecny _ ' 40 - _ -

Phoenicurus ochruros - Rehek doméei 25 - ~
Fringilla coelebs — Pénkava obecné : 51 - —
Erithacus rubecula — Cervenka obecnd 12 — —

Columba livia — Holub

Motacilla alba — Konipas bily

Sturnus vulgaris — Spadek obedny

Sylvia — Pénice

Carduelis spinus — Cifek lesni - 1 - 1

Carduelis carduelis — Stehlik obecny ] — —
Delichon urbica — Jiitka T -
Hirundo rustica — Vladtovka 62 — -

Phylloscopus collybite — Budnidek mensi

Certhia familiaris — Soupalek dlouhoprsty )

Troglodytes troglodytes —. Stiizlik obecny .

Aegithalos caudatus — Mlynatik dloﬁhoocasjf

Dendrbcapus major — Strakapud velky : 1 - -

Garulus glandarius — Sojka obecné i 5 — .-

Phasianus colchicus — BaZant obecny 22 — =

Regulus regulus — Kralidek obecny
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Tabulka 3. Pfehled serologickych vysetteni na listeriosu metodou rourkové aglutinace.

s Podet pipadit
Zvite " Podet vysetfenych se zvySenym titrem
‘ (1:160—1 : 640)

Krévy : - 255 18

Telata . . 70 1

Ovce ‘ ) 46

Kozy - _ . : 11

Kréalici : : 17

Zajfci ' ' 16

Kachny ) 90

Slepice ' . . 53

Husy ' ‘ : . 25 0

Srdetn{ yyluhy riznych volnd Zijicich zvifat 110 0

glareolus) z jater-i ze sleziny, druhy kmen z jater potkana (Rattus norvegicus).
Tteti kmen-listerie pochdzi z jater my§ice kfovinné (Apodemus sylvaticus).

. Uvadime na tomto misté& i vysledky isolaci kment Erysipelothrix rhuswpathlae
které | jsme nalezli v deviti pfipadech, z toho tfikrat u hlodavct: u mysice k¥ovinné
(Apodemus sylvatlcus) ze sleziny, u mysice Zlutohrdlé (Apoedemus flavicollis) ze
smési orgdni, a u zajice (Lepus europaeus) z plic. Zbyvajicich Sest kmenti jsme
isolovali z ptaka: dvakrat ze sykory koiadry (Parus major) ze smési jater a sleziny
a dvakrat z vrabce domaciho (Passer domesticus) z jater a ze smési organd. Dalsi
kmeny z drozda cvréaly (Turdus musicus) ze sleziny a z &i¥ka lesniho (Carduelis
spinus) z jater.

Isolované kmeny Listerie monocytogenes jsme 1dent1f1kovah morfologlcky,’
kultivaéné i biochemicky a ovéfili si pathogenitu na b11ych myskach. Serologlcky‘
prislugi vsechny typu 1 (Paterson).

Ptipravili jsme krali¢i diagnostick4 sera. K immunisaci jstne pouzdl antigend,
‘vyrobenych ze standardnich kmenii (Paterson) serologlckych typa 1—4, které
nam zaslal doc. Dr Seeliger z Bonnu.

Serologicka vySetfovani jsme provadéli metodou rourkové aglutinace. Po-
uifvali jsme antlgenu prlpraveneho z kment dodanych ustavem prof. Dr Patocky.
Vysetrovah jsme pfevaziné chovna zvifata, jako hovézi dobytek, ovce, kachny, slepi-
ce a j. a ojedinéle srdeéni vyluhy drobnych volné Zijicich zvifat. Celkem jsme serolo-
gicky vysettili sera 700 zvirat. P¥ehled vysledkii serclogickych vysetrem je vy-
jadien v tabulce 3.

Zvy$eny titr hladmy protilatek jsme pozorovah u 35 zvifat. Jako hranice pti
hodnoceni povaZovan minimalni titr 1:320. ' :

Diskuse

U vsech hlodavcu s positivnim kultivaénim nilezem byl pathologickoanato-
micky nélez normalni. Z toho lze soudit, 7e jde bud o zdravé nosice listerii, ktefi
mohou pfenaset zirodky podobné jako bacilonosiéi, nebo o chronickou formu
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onemocnéni, jaka byla u zvifat uz popsana V tomto smyslu se shoduji nage nalezy
"s Machiavellovymi, ktery isoloval rovnéz u zdravych hlodaved zarodky (d1voke‘
krysy v severni Brazilii).

Podobna pozorovani uvedli téz Plummer a Byrne, ktefi nachytah v severni
Kanadé lumiky (Lemmus trimucronatus a Lemmus groenlandicus). Po pfevozu,
pii ném? nastalo snizeni odolnosti, onemocnéli mnozi listeriosou. Auton piedpo-
kladaiji u zvifat latentni bacilonosiéstvi.

Abychom mohli s koneénou platnosti posoudit dlohu hlodavcu i jingch volné:
zijicich zvifat, je zapottebi daliiho vySetfovani. Z dosavadnich pos1t1vn1ch nilezt
je patrno, Ze se mohou uplatiiovat jako biologicky reservoar.

P#i kolobéhu infekce v pfirodé maji v epizootologii listerios vyznam jak pfe-
na§e¢i nakazy, tak i dodasni hostitelé. Dosavadni poznatky jsou i zde velmi kusé.
Kratochvilovi se podatilo isolovat listerie z kli§téte (Ixodes ricinus). Gill pova-
zuje stfetka (Oestrus ovis), sidlicih\o v nose ovci, za mozného pfenafece nakazy,
ale nepodal dukaz. .

Nase ojedinélé pokusy o isolaci hstern z kli§tat (Ixodes sp.) byly negativni,
stejné jako kultivace z ptakotrudek (Crataerina, Ornithomyia, Stenepteryx).

SOUHRN

Positivni nalezy listerii u hlodavcu i kdyZz pozorované dosud v malé mife, poukazuji na.
aéast hlodavet v epidemiologii a epizootologii listerios. Potvrzup nazor, 7e se hlodavei Géastni kolo- .
béhu nakazy v pfirodé.

. Popsand isolace Listeria monocytogenes u potkana (Rattus norvegicus) je ndlezem. pozoru-
hodnym, a pokud je ndm z dostupné literatury znamo, dosud nepozorovanym.

U ptakd synanthropnich a exoanthropnich jsme-listerie nenalezli, takze Ize soudit, Ze pm
nepiislu§i v prenosu nékazy valnjy vyznam. .

+ Nalezy povazujeme za orientani, protoze se jednalo o vysetrovam zvifat z ruznych lokalit
v ramci terénnich dprav Ustavu epidemiologie a mxkroblologle v mLstech vyskytu posmvmch na- =
lezix nebyly pozorovany prlpady lidské listeriosy.

* V piitomnosti se zamé&fujeme na hleddni epldemlologlckych souvislosti mezi vyskWem lldSkYuh
onemocnéni a nalezy listerif u zvifat.

PESIOME *
O6Hapyxenne Listeria monocytogenes y rpbisyHOB

[MonoxuTeNbHEIE HAXOAKH JIHCTEDHH Y IPHIBYHOB, XOTH IOKa OHHM Habiioaanuch B HesHa-
YHTENbHOH Mepe, NMOKAa3bIBAIOT Ha Y4YacTHe TPEISYHOB B 3SNMMAEMHOJOTHH W 3MH300TOJOIHH
JaucTepHo30B. OHH NOATBEPXKAAIOT MHEHHE, 4TO IPHI3YHE! TIPHHHMAIOT yYacTHe B WHPKYJIALHH
3TOi MH(eKUHy B NpUpoae.

Onucaunas uszoasuus Listeria monocytogenes y cepoi KpbleI (Rattus nOrveglcuS) SIBJISIETCA
eIHHHYHOI HaXOAKOH, M HACKOJbKO HaM M3BECTHO U3 HOCTYNHOI JIMTepPaTypel, OHAa Ha APYToM
MecTe MOKa He HaGuiofanace. ‘

Y DTHL CHHAHTPOIHBIX H sxcoau'rponﬂmx MBI JIHCTepHH He HaUUH, TaK YTO BOBMO)KHO‘
110J1aTaTh, YTO OHH HE MMEIOT BaXHOro 3HaueHHs B rnepeHoce HH(MEKUHUH.

OTH HaXOAKH Mbl CUATAEM OPHEHTHPOBOUHEIM, TaK KaK /€0 Kacajochk HCCAefOBaHuil
JKUBOTHBIX M3 PasHbIX PaiiOHOB IpH paboTe B TeppeHe, NPOBOAMMOH MHCTHTYTOM SMHIEMHONO-
THH M MHKPOGHONOrHH. B MecTaX NOJOKHTENbHBIX Haxonox caydau YeJoBeYecKoro Jmcrepnosa
He Ha6JoaaNUuCh.

B HacTosiuiee BpeMsi Mbl HAMEPEHBI HCKATh SMHAEMHONOTHYECKHE OBSI3H MEXAY Pacnpoct-
paxeHHeM 3a60/eBaHH 'y JTIOAel 1 HAXOAKAMH JIHCTEPUHl y IKUBOTHBIX.

SUMMARY
Findings of Listeria monocytogenes in Rodents

Positive findings of Listeriae in rodents, also when observed rarely as yet, may refer to the
participation of rodents in the epidemiology and epizootology of listerioses. They confirm the ‘Giew
that the rodents participate in the infection’s circulus in the nature.
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The described isolation of Listeria monocytogenes in Rattus norvegicus represents an ‘intérest-
ing and, as far as we know from the literature-we have at our disposal, hitherto not observed finding.

No Listeriae were found in synanthrope and exoanthrope birds, so that we may conclude that
‘they have no much importance in the transmission of the infection.

Our findings have to be observed as good for orientation only, because we xnvesngated animals
from different localities within special terrain expeditions of the Institute of Epidemiology and
Microbiology. No cases of human listeriosis were observed in the vicinity of positive findings.

Our present intention is to search for epidemiologic connections between the occurrence of
human infections and between findings of Listeriae in animals. :
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Ustav epidemidlogie a mikrobiologie, feditel prof. MUDr K. Raska

N

EXPERIMENTALNI INFEKCE KURA DOMACIHO
(GALLUS GALLUS DOMESTICUS) C. BURNETI

0. SOBESLAVSKY - ' o

Nasi i zahraniéni autofi, zabyvajici se problematikou §ifeni a kolobéhu Q ho- -
re¢ky, zmifiuji se v nékterych svych pracich o vyskytu této ricketisiosy mezi divoce
%ijicimi i domAcimi chovnymi ptaky.-

Babudieri, Sussi-Valli a Moscovici isolovali v roce 1951 R. burnen z holuba
a vyvolah experimentdlni infekci u vrabet a kanara (1, 2, 3).

Z na$ich autori to byli Raska, Syrtéek a spol., ktefi v roce 1954 a 1955 zjistili
serologicky positivni nalezy u nejrizngj$ich druhd -synanthropnich, eusynanthrop-
nich a exoanthropnich ptakd, Zijicich v ohnisku Q rickettsiosy (4, 5). V souvislosti
s témito nalezy vyvolali potom experimentilné Q rickettsiosu u kura doméciho
(Gallus gallus domesticus) a prokizali persistenci pivodce nakazy v jeho or-
ganech (6).

Stoker oznamil koncem roku 1955, 7e také prokazal v oblasti s vyskytem

" Q rickettsiosy positivni serologické nélezy u ptakd (7).

Z uvedenych piikladi je zfejmé, Ze ptaci, pravé tak jako mnoho jinych druhi
%#ivogichi, jsou viéi infekei C. burneti vice & méné vnimavi a Ze mohou Q rickett-
siosou onemocnét. Aviak nezodpovédénd a doposud oteviend zistava otdzka, do

. jaké miry a za jakych okolnosti se mohou stat zdrojem a reservoary této nikazy

a do jaké miry se mohou uplatnit pfi jejim kolobéhu a §ifeni.

V predkladané praci jsme se proto snazili pFispét k feSeni této otdzky mode-
lov§m pokusem — experimentalni infekei kura domaciho C. burneti. Vytéené diléi
ttkoly mély piedevsim objasnit dobu persistence C. burneti v organech infikovanych
slepic, dsbu vyluéovéni rickettsii trusem téchto zvifat a kone¢né pOtVPdlt pted- .
poklidanou moZnost transovariadlniho pfenosu rickettsii u mch

METODIKA .

Pét slepic b&2ného chovu, druhu svlaska, bylo po predchozim negativnim pritkazu protildtek
proti Q antigenu (Henzerling) infikovano emulsi Zloutkového vaku kufeciho zdrodku, v kterém
byl pomnozen kmen C. burneti 1894, isolovany v roce 1954 z hlodavce Clethrionomys glareolus.

Infekee jednotlivych sleplc byla provedena takto:

Slepice & 1 0,1% emulse 1 ml s. <
slepice & 2 . 0,1% emulse 1 ml!s. c
slepice & 3 0,1% emulse 1 mli p.
slepice & 4 0,1% emulse 1 ml i. nas.
slepice & 5 . 0,1% emulse - ' 1 ml i. nas.

Infikované slepice byly umistény oddéleng v klecich a dlouhodob& pozorovény. Jejich trus
a krev byly periodicky vySetfovdny na pfitomnost nckettsu a zaroven byl zjisfovan titr specifickych
protildtek v jejich seru. .

Krev byla ziskdvana punkeci kiidelni Zily, trus byl sterilng odebirdn do Petriho misky. Tento
material, pokud nebyl kultivaéné zpracovavéan ihned, byl uchovavan v mrazirng pfi —150 C nejdéle
14—21 dni. -

Krev byla inokulovina vidy dvéma mordatim v mnozstvi 2 ml i. p. Trus byl suspendovin
ve fysiologickém roztoku pH 7,2. a ptipravend suspense byla centrifugovdna pfi nizkych otd¢kich

\
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(1,500 ot/min.) po débu 10 minut. Supernatant byl potom oddélen od sedimentu 4 injikovéan taktéz
dvéma moréatim subkutinné v mnozstvi 2 ml. -

Casto se nam stévalo, 7e moréata, kterjm byla injikovina suspense trusu, hynula druhy nebo
tfet! den po inokulaci infekei zpiisobenou B proteus. Proto jsthe k inokulu pridavali polyvalentni
antiproteové serum, .

Infikovand moréata byla umisténa oddélené po dvou do sklenénych valei a byla jim pravi-
delné méfena télesna teplota. : .

Za 21— 30 dnf po infekci byla moréata exsanguinovana a v jejich seru zjisfovan titr specifickych
protildtek proti antigenu C. burneti. K prikazu téchto protilatek se pouzila komplement-fixaéni
reakee. V nékolika ptipadech, kdy ndm antikomplementérni vlastnosti ser zabranily vySettit je timto
zpusobem, bylo uzZito reakce mikroaglutinaéni. : ’

Antigen byl pfipraven z kmene Henzerling metodikou popsanou Siegertem, Simrockem
a spol. (8) a do komplement-fixaén{ reakce byl pfiddvan v optimalnim fedéni zji§téném Sachovni-
covou titraci. . ' .

Jako kontroly specificity protilatek bylo v komplement-fixa&ni reakei uZito antigenu pfiprave-
ného z R. prowazeki.

Mikroaglutinace byla provddéna s koncentrovanym antigenem (kmen Henzerling).

Jako zdroj komplementu pro komplement-fixaéni reakci pou#ili jsme neinaktivniho mor-
gectho sera v mnozstvi 1,5 az 2 jednotky komplementu. Tyto byly uréeny titraci stoupajiciho fedéni
neinaktivovaného moréeciho sera smichaného s pracovnim fedénim antigenu. Nejvy$si fedéni morée-
ciho komplementu, které zpisobilo totdlni haemolysu 3% erythrocytarni sensibilisované suspense .
(berani), bylo povaZovéno za jednu jednotku komplementu, .

K sensibilisaci beranich erythrocyti bylo uZito dvou jednotek haemolytického amboceptoru.

K vySetfovanym inaktivovanym seriim (560 C po 30 minut) fedénym od 1:4 do 1:64 byly
pfiddny 15 az 2 jednotky komplementu, dile pracovni fedéni antigenu a po 45 min. inkubace
“ve vodni ldzni pfi 370 C 3% haemolyticky systém. Po bpétovné 30minutové inkubaci ve vodni lézni
(37¢ C) byl hodnocen stupefi zdbrany haemolysy. Za positivni byla povazovana ta sera, které roz-
fedénd od 1: 16 a vj3e zpiisobila totdlni zdbranu haemolysy.

Pokusy byly provadény ve sklenénjch zkumavkich o priméru 8 mm, tedidlem pro viechny re-
agencie byl 0,9% fysiologicky roztok a objemovou pracovni jednotkou pro antigen a fedéné serum .
bylo mnozstvi 0,1 ml, pro komplement a haemolyticky systém 0,2 ml. '

K mikroaglutinaénim testim byla sera fedéna stejnym zpiisobem jako pfi reakei .komple- -
ment-fixaéni. K nafedéngm seriim, nanesenym bakteriologickou klickou (primér 6 mm) na podlozni
skli¢ko bylo pfiddno stejné mno#stvi koncentrovaného antigenu a spolu dobfe promiseno. Po 24 hod.

" inkubaci ve vlhké komirce pfi 370 C jsme kapky na sklickich fixovali methylalkoholem a obarvili
vroucim roztokem -Giemsova barviva. Obarvené kapky byly prohlizeny imersnim objektivem mikro- -
skopu a positivita sera byla hodnocena podle mnozstvf a velikosti shlukii rickettsii. Specificita agliti-
naci byla ov&fovana v kontrolnf kapce (antigen + fys. roztok nebo- standardni negativni serum).

K druhé éasti pokusu, k zjidtovani moznosti transovaridlntho pfenosu C. burneti bylo uzito
dvouroénich slepic druhu Rhode Island. Po pfedchozim negativnim serologickém vySetfeni na Q
rickettsiosu byla zvifata infikovina 1 ml 1% emulse #loutkového vaku kuteciho embrya, v némz
byl pomnozen kmen C. burneti 1899, isolovany v r. 1954 z hlodavce Rattus norvegicus.

Od infikovanjch slepic, #ijicich ve spole¢némi vybshu se serologicky negativnim kohoutem,
byla odebirana snesend vejce, inkubovéna pfi 34—360 % v lihni, pravidelné denng& prohlizena
a zjiffovana fertilita a stav vyvijejicich se z4rodka.

Materidl ziskany z téchto zérodkd i vylihnutych kufat byl nejdfive vySetfen mikroskopicky

‘na piitomnost rickettsii, potom emulgovan ve fysiologickém roztoku pH 7,2 a injikovdn v mmnoZstvi
2 ml, vidy dvéma serologicky negativnim moréatim vazicim pfiblizng 250 g. Za kriterium ptitom-"

.nosti rickettsii v inokulovaném materiilu jsme povazovali signifikantné zvysené hladiny specifickych
protilétek a teploty (400 C) infikovanjch moréat. '

DOSAZENE VYSLEDKY

V diivéjsich pokusech bylo Syrackem (6) zjisténo, ze Q rickettsiosa probiha
u slepic inaparentné. Vysledky pfedklddané prace tuto skuteénost potvrzuji. Opé-
tovné jsme si ovéfili, Ze nelze vymezit jeden symptom (na p¥. zménu v chovani,
pokles vahy, nechutenstvi, zvyenou télesnou teplotu a pod.), kterj by zieteln&
doprevazel experimentalni Q rickettsiosu u slepic. :
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Tabulks 1. P¥tomnost rickettsif v krvi a trusu infikovanych slepic zji¥fovans v tydennich
- intervalech, :

e ‘ Rickettsiemia C. burneti isolovans
Slepice dislo , po infekei z trusu po infekei

ve dnech
’ ode dne do dne

86 . 14. 42

_ subkutédnng
14 ) 42

Zpusob
infekce

intra perit. - 14 - 49

© 14 42

intra nas. - -
14 35

" Vysledky dosaZené v otdzce rickettsiemie a dlouhodobého vylu¢ovani pivodce
nékazy trusem kura doméctho ukazuje tabulka 1. Pramérnd doba vylucovéni
rickettsii trusem slepic je od 14. do 42. dne po infekei. :

Isolovat piivodce nikazy z krve pokusnych zvifat se ndm podafilo jen v jed-
nom piipadé. Tato krev v§ak byla odebrina za podminek, které se lisily od pod-
minek odbéri pfedchozich. . ,

82. den po infekci jsme za&ali pozorovat u slepice & 1 pokles télesné vahy, ne-
chutenstvi, celkovou ochablost a'nete¢nost v chovéni. Slepice potom za stile se .
zhor$ujiciho stavu za 14 dnd uhynula. Pfi pitvé byl zji§tén metastasujici tumor
intestini crassi. K informaci uvadime, Ze positivni isola¢ni pokus byl z krve ode-
brané 10 dni pfed uhynutim, %e k prokazané rickettsiemii tedy doslo za 44 dni
po posledni positivni isolaci z trusu a Ze jsme ze viech vypitvanych orgind iso-
lovali C. burneti (jatra, slezina, ledvina, plice, vaje¢nik, stfevo, dieii kostni a na-
dorové masy). ' ’

Uvedené nalezy nas vedly k pfedpokladu, Ze u slepice &. 1 dolo vlivem inter-
kurentni ‘choroby k aktivaci latentni infekce a v dusledku toho k masivnimu

" pomnozeni rickettsii a k vysevu do krevniho obéhu. ' '

Abychom si tento pfedpoklad ovéfili, snazili jsme se vyvolat rickettsiemii,
resp. opétovné vyludovani rickettsii trusem u dvou z péti do pokusu vzatjch slepic
podavanim celkového mnozstvi 250 mg Cortisonu v pétidennich davkach 5X50
mg). Dvé zbyvajici slepice slouZily jako kontrola (Cortison nedostaly).

Ctvrty den po prvni injekci Cortisonu objevil se u slepic prijem. Od tohoto
dne jsme po doby 3 tydnt 4krat vySetfovali krev a trus na pfitomnost rickettsif,
aviak vysledek vsech isolaci byl negativni. Tento pokus povaZujeme oviem jen
za hrubé orientaéni a uvadime jej jen pro Gplnost. ) . o

. V otazce dlouhcdobého piezivani rickettsii v organech nemocnych zvifar
bylo. zjisténo, Ze rickettsie je moZno prokazat je$té za pét mésich po infekci.

Vysledky periodického serologického vy3etfovani pokuspych slepic ukazaly,

" %e komplement-fixa¢ni latky se zaginaly tvofit zadtkem 3. tydne po: infekci; Ze
dosahly nizkych titrG (maximélni titr byl 1:16) a ze 40. den {iz hladina proti-
latek vymizela. : .

.. Vysledky druhé &asti pokusu, v ni% byla zjidfoviana moznost pfenosu C. burneti
vejci experimentalng infikovanych slepic, zndzoriiuje tabulka 2. Z ni je patrno,
e infikované slepice snesly v rozmezi 19—42 dnit celkem 13 oplozenych vajec.
Z.tohoto poétu podatilo se isolovat C. burneti ze Zloutkového vaku vyvijejiciho
se kufeciho embrya celkem v $esti pfipadech. . R
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Obr. 6.

J. Vos§ta
ONDATRA PIZMOVA RESERVOAREM LEPTOSPIR V CSR

Obr. 1. Leptospiry na postfibfeném fezu ledvinami ondatry (Dobellova metoda, 1200X)
Foto J. Vosta |
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Mornsteinova-Albrecht

EXPERIMENTALNI INFEKCE MYSKY MICROMYS MINUTUS VIRUSEM CS. KLISTOVE
ENCEFALITIDY

Obr. 1. Zmnozeni endothelialnich bunék a pericytit mozkovych cév u Micromys minutus.
Haematoxylin-eosin, 100X.

Obr. 2. Perivaskularni infiltrat lymfocytd a plasmatocytli v mozku. Haematoxylin-eosin, 400X
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Obr. 4. Zapalovy infiltrat ve spojeni s poskozenou kapilarou. Haematoxylin-eosin, 400X.
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Tabulka 2.

. Isolace :
Inokulovany materidl C. burneti Pozndmka
z inok. mat.

Slepice
&islo

slezina a jatra
Vejce _ Zloutkovy vak a) vylihnutych kufat
. " b) kutecich embryi

mikro- mikro-
stafi skop. staii skop.
ve dnech | mnélez |ve dnech| nélez
: rickettsii rickettsii

21 dni 18 -

snesené
po infekei
F£:9

29 dni

31 dni

37 dni

il R I el e

38 dni

19 dni

20 dni

paresy
22 dni dolnich
kondetin

29 dni

20. den vy-
36 dni voje embryo
. : ubynulo |,

37 dni

38 dni

6
7

kute 8 nedo-
8| 42dni 3a) . stateénym
vyvojem .

Ve tfech pfipadech byl pokus o isolaci negativni. :

Z parenchymatosnich organa vyvijejicich se embryi zdafila se isolace rickettsii
ve dvou pfipadech a v orginech vylihnutych kufat, ponechanych na Zivu za nor-
malnich podminek dva aZ padesat pét dnd, byla pfitomnost zji§t€éna ve tfech
p¥ipadech.

Jeden pokus o isolaci v této skupiné byl negativni. .

Dvé vylihnuta kufata s positivni isolaci C. burneti jevila znaimky ménécen-
nosti oproti kufatim, ktera se vylihla z vajec normalnich slepic. Jednalo se o paresy
koncetin a celkovy opozdény a nedokonaly v§voj.

LY

DISKUSE

] Ve své experimentdlni prici jsme se snaZili objasnit dlohu kura domaciho
(Gallus gallus domesticus) v procesu §ifeni Q rickettsiosy.
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-

. Dosaiené vysledky ukézaly, Ze kur doméci je vici infekci Coxiella burneti
vnimavy. Onemocnéni probihd inaparentné a C. burneti pfeziva dlouhou dobu .
v organech infikovanych slepic. '

Zejména je pozoruhodné dlouhodobé vyluéovani pivodce nakazy trusem
a jeho pfenos transovarialni cestou.

Je znidmo, %e C. burneti je znaéné cdolni viéi nepfiznivym zevnim vlivim,
a 7e se miZe v suchém prostfedi (na pf. prach a pod.) udrzet dlouhy &as plné
virulentni.

Je tedy dobfe moZné §ifeni nakazy i zaschlym trusem infikovanych sleplc
Prikaz rickettsii- ve vejcich 1nf1kovanych sleplc ukazuje na dalsi clanek pfenosu-
Q rickettsiosy. - -

Jsme si oviem védomi, Ze masivni 1nfekcn1 davka které bylo v pokusech uZito,
neodpovida plné pt¥irozenym podminkidm. RovnéZ polet provedenych pokusi je
dosud nedostatecny Pfedkladame proto toto sdéleni jen jako prvou &ast vysledki
ziskanych p#i vyzkumu dlohy kura domactho v epidemiologii a eplzootologu;
Q rickettsiosy. ;

SOUHRN

Autor se pokusil pomoci experimentalni infekce kura domaciho prokazat jeho dlohu v epide-
miologii a epizootologii Q rickettsiosy. :

V prvé &asti pokusu byla zjisfovana u slepic doba wpersistence C. burneti v jejich orgénech
a doba vyludovani rickettsii trusem téchto zvifat.

Vysledky pokusu ukéazaly, ze Q rickettsiosa probihd u experlmentalne infikovangch slepic
bez klinickjch symptomu a ze rickettsie byly trusem vylufoviny primérné od 14. do 42. dne po
infekei. .

Z krve pokusnych zvifat se podafilo 1solovat C. burneti jen v jednom ptfipadé a to u slepice, .
ktera béhem pokusu onemocnéla metastasujicim nadorem tlustého stieva. :

Dale bylo zji§téno, Ze pivodce nédkazy preziva v orginech po dobu péti mésici po experimen-
talni infekei.

Vysledky serologického vysetfeni ukézaly, Ze komplement fixaéni protilitky se zaaly tvofit
zadatkem tietiho tydne po infekei a Ze dosahly jen nizkych titria. Ctyficaty den po infekci nebylo
je uz mozno v seru prokazat. ) .

V druhé &sti této prace byl proveden pokus o isolaci C. burneti z tfinacti oplozenych vajec
snesenych slepicemi v dob& od 19. do 42. dne po experimentalni infekei. :

Z" tohoto poétu podafilo se isolovat C. burneti ze Zloutkovych vaka VYVI]S]ICICh se kufecich
zarodkd celkem v Sesti pfipadech. Tiikrat byl .pokus o isolaci negativni.

Z parenchymatosnich orgdnd (slezina, jétra) embryi se zdafila isolace ve dvou piipadech.

"V organech &tyf vylihnutych kufat, nechanych na Zivu od 2 do 55 dnd, byla ptitomnost "
rickettsii zji§téna ve tfech piipadech. Jeden pokus o isolaci byl negativni. ;

Tim autor prokazal v pokusn)'rc}i podminkach transovaridlni pfenos C. burneti u slepic.

V zavéru autor diskutuje o dasledcich této moZnosti v kolobghu Q rickettsiosy v pfirodé.

N\
) TR _ - PE3IOME . .
AkcnepumenTaabHas uHpekuus kyp (Gallus gallus domesticus) R. burneti

ABTOp HONLITAJCA AOKA3aTh NIPH TOMOMIM SKCMEPHMEHTaJIbHOH HHGEKUHH Kyp PONb Kyp
B 3MHAEMHOJOTHUECKOM M STH300TONOTHYECKOM mpolueccax Ky PHKKeTTCHO3a.

B nepBoii yacTH ONbITa yCTAHABIWBAJOCh BpeMs nepaucrediuu C. burneti 8 opraHax Kyp
H BpeMs BhlieJeHHs DUKKETTCHHl ¢ HX MoMeroM. PesysbTaThl ONHITa NOKa3amd, uto Ky pHKKer-
TCHO3 NPOTEKAeT y IKCIEPHMEHTANbHO SapaMeHHbIX Kyp Ge3 KIHHHYECKHX NMPH3HAKOB H UTO .
PHKKETTCHH BBIAGJISJIMCH C [IOMETOM B cpefHeM ¢ 14-hIX 1o 42-bie CYTKH IOc/e HHOEKUHH. '

M3 KpoBH MONOMLITHBIX NTHI YAAJOCh H30JHPOBath C. burneti JHWb B ONHOM Caydae,
H 3TO CAYYHIOCh Y KYPHLEEL, KOTOpas 3aéonena BO BpeMsl ONbITAa METACTA3HPYIOUIUM ONyX0JieM
TOJNCTON KHIUKH. .

Jlanee G0 yCTaHOBJIEHO, 4TO BO3GYIMTENb MH(EKNUM COXpaHsercs B OpraHax yepes
IISITh MECSILIEB NOCJ/e 3KCIepHMeHTabHOR HH(pEeKIHA.
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PesynbTaThl C€pPONOrHYECKOrO HCC/eAO0BaHHA MOKa3ajH, YTO NPOTHBOTENa CBA3LIBAIOLIHE,
KOMILIEMEHT Hayaju o6pa3oBaTbCsl ¢ Hauana Tperbeli HeleJH NOcje 3apaKeHHsl .{d YTO OHH
HOCTHIIK IUIUb HH3KKX THTPOB. B 40-0ii menb mocie HHGEKUUH YKe Hesb3s 6BIO I0Ka3aTb HX
HaJHyHe B CHIBOPOTKe.

Bo BTOpO# uacTu 3ToH paboTh Gblia cAenaHa NMOMBITKA H3oaHpoBarh C. burnetl us 13
OMJIONOTBOPEHHBIX fIML, CHECEHHbIX KypaMu B nepuof-c 19-bix no 42-oe CyTKH roc/e sKcmepi-
MEHTaJIbHOH HH(EKLHH.

U3 storo uncna ymanock Bhifenuth C. burneti u3 »KeJTOUHBIX MELIKOB passmaaxoumxcsr
KYPHHBIX SMOPHOHOB B 0O6lLUeM B ulecTH caydasix. Tpu pasa Oblla H3ONSALHOHHAS NONBITKA He-
raTHBHOIi.

M3 mapeHXHMaTO3HBIX OPraHoB 3M6pHOHOB (cenesem{a, neqenxa) H30MALMA  yHakach
ABa pasa.

B opranax uyerbipeX UBIIAT, OCTABJEHHBIX NPH XKHSHH B Upelenax oT AByx 1o 55 _CyTOK,
HaNHYME PHKKETTCHH OblIo OGHapyxeHO B Tpex cayuasx. OfHa u30/SUMOHHAS TONBITKA ObNIE
oTpHuIaTeNbHA. . !

DTUM aBTOp [AOKa3aj B IKCIEPHMEHTAJNbHEIX YCJIOBHSX TpaHCOIBapMaJIbHle nepegavy
C. burneti y Kyp.

3akauuTebHAS AMCKYCCHS TOCBSILIEHA TMOCTEACTBHAM 3TOH BO3MOXHOCTH [As UHD-.
Kyasind Ky nnxopalku B mpupone.

‘ SAMMARY
Experimental Infectlon of the Domestic Fow! (Gallus gallus domesncus) with Rickettsia burneti

The author tr1ed to prove the rle of the domestic fowl in the ep1dem1cal and eplzootlcal process
of Q rickettsiosis with help of experimental infection.

In the first part of the experiment the period of persistence of Coxiella burneti was investi-
gated in organs of the fowl, and the period of excretion of rickettsiae thirough their fagces.

The results of the experiment have shown that Q rickettsiosis in-experimentally infected hens
passes without clinical symptoms and that rickettsiae are ‘excreted through faeces on an average since
the 14th to the 42nd day after infection.

The isolation of C. burneti from blood succeeded in one casy only, namely in a hen which fell
ill with metastizing tumour of the colon during the experiment.

Further, it was found that the agent persists in organs during the first five months following
the experimental infection.

The results of serologic investigations have shown that the antibodies fixing the complement
have been formed at first on the beginning of the third week after infection and that they reached

_ only low titres. On the fourtieth day after infection they could not be proved in the serum.

In the second part of our experiment we tried to isolate C. burnéti from thirteen fertil eggs laid
by hens during a period from the 19th to the 42nd day after experimental infection.

. Out of this number Rickettsia burneti was isolated from egg yolks of developing ch1cken
embryo altogether in six cases. The attempt for isolation was threetimes negative.

The isolation from parenchymatous organs (spleen, liver) succeeded in two cases.

The presence of rickettsiae was proved in three from four borne chicken left alive from 2 to
55 days; one attempt for isolation was negative.

By this, the author has proved a transovarial transmission of C. burneti in hens under experi-
mental conditions.

Finally, the author is discussing the consequences of such a pos31b1hty for the c1rculus of
Q rickettsiosis in the nature.
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Cs, epidemiologie,
naikrobiologie, imunologie
VI - 3 - 1957 C- S

" Ustav epidemiologie a mikrobiologie v Praze, feditel prof. MUDr Karel Raska

VYSKYT'O'R\NIFTHOSY A SALMONELLOSY U RACKA"
CHECHTAVEHO (LARUS RIDIBUNDUS L.)
I. epidemiologicka vySetFovani¥*)

VLADIM[R $ERY a JURA] STRAUSS

\Y% epldemlologu nekterych nakaz hraji ptaci v§znamnou dlohu. Ve Spojenych
statech jsou povazovani (5, 6, 7) za nejdéleZitéjsi zdr0] salmonell. V' poslednich
. letech upozornili néktefi autofi na vyznam ptakd pfi siteni Q horecky (Ragka, Sy-
riiéek, Havlik, Lim (45, 46), Babudieri a spol. (2, 3) a mimo jiné bylo také sledo-
véano i jejich uplatnovam v epidemiologii virusovych encefalitid (26, 30, 32, 33, 35).

Mezi ptaky epidemiologicky v§znamné je mozno poéitat racky pro jejich zpa-
sob Zivota, pestrost pfijimané potravy, kter4d se mnohde sklada z velké &4sti z odpad-
kit a zdechlin. Jsou roz§ifeni na celém svété a pfi svém tisicikilometrovém putovani
mohou pfijit do styku s riznymi ptaky a zvifaty. Zavazna u nich miize byt i dlou-
hodoba persistence ptivodcd nékterych nikaz po odeznéni akutni faze.

Castym nélezem u rackd jsou salmonelly. **) Van Dorssen (49) isoloval z rac-
ka bouiniho (Larus canus L.) v okoli Utrechtu S. typhi murium, Jansen (11, 12,
13) v souvislosti epizootii v kachnich farmach rovnéz=S. typhi murium, Adams (1)
isoloval z racka boufniho S. typhi a Steiniger s-Hahnem (40) na Schleimiinde
S. typhi, S. typhi murium a S. thompson. Kumerloeve a Steiniger (16) prokazali
v okoli zamofenych pfistavii u racka stfibfitého S. paratyphi B a S. typhi murium.
Steiniger a Hahn (40) popisuji onemocnéni salmonellosou u lidi, ktefi sbirali vejce
racka stfibfitého v okoli Flensburgu. Také Schmidt (34) zjistil S. typhi murium
u rackii chechtavych a boufnich pfi jejich hromadném hynuti na ostrové Riems.
Steiniger a Hahn (40) popisuji nalez S. typhi ve vejcich racka chechtavého v bliz-
kosti Eutinu a isolaci S. paratyphi B, S. typhi a S. panama z trusu racka Zlutono-
hého (Larus fuscus L.) v okoli Svarthallar ve Svédsku.

Virus ormthosy isoloval v roce 1947 Meyer a Eddie (22, 23) z racka stfibfi-
tého (Larus argentatus smithsonianus). Mezi daliimi nilezy u rackd stoji za po-
vimnuti prikaz lyssy v Anglii (21). .

Béhem epidemiologického vysetrovam v nékolika dribezarnach upoutali nagi
pozornost rackové chechtavi, ktefi u nas misty hnizdi v tisicovych koloniich. Vzhle-
dem k tomu, Ze jsme byli svédky jejich tésného souZiti s kachnami, u nichz byla
zji§téna ornithosa a ndkaza S. typhi murium, i vzhledem k dal§im epidemiologic-
kym souvislostem, pokusili jsme se objasnit jejich epidemiologicky vyznam. .

POSTUP VYSETROVANI

V kachni farmé& v B. ve vjchodnich Cechich se vyskytly v posledni dobé u zaméstnanca 3 pti-
pady onemocnéni ornithosou a v sousedni farm& 3 pfipady .onemocnéni S. typhi murium v rodiné
jednoho zaméstnance. U nékterych mladych kachen byly zjistény v jarnich mésicich pfiznaky typické
pro ornithosu (15, 47, 48) a z trusu uréitého poétu kachen byla opakované isolovina S. typhi
murium. ' '

*) Pii epidemiologickém vysetfovani spolupracoval Dr Kleinbauer, Dr Urbaskova-Kratké
(KHES Pardubme), Dr W. Cerny (Biologicka fakulta KU), J. Kiizova .a M. Fri¢ (UEM).

**) Uz v roce 1952 isoloval Dr F. Prochézka v jiznich Cechach S. typh1 murium z uhynuljch
racki chechtavych..(Nepublikované sdéleni.)
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Tabulka 1. Pehled bakteriologického a virologického vySetifeni rackit.

Isolace

'~ Celkovy —— :
" podet S. typhi murium virusu ornithosy

-~ Rackové e
vysetienych

rackid

Poclet vySetie-
nych rackiiv iso-
laénich pokusech

Bakteriologicky | Posit.
vySetiteno nalez

Positiv.
isolace

Chyceni 25 25 21 b) d) 11 14)b) ¢)

Mladi ;
Uhynulf 11 11 9b) d) .2 0

Jednorodni (chyceni) 2 2. | 1 ) 0

Dospsli (chyceni) 2 2 0 1

Celkem 40 ' 40 31 ~ 15

a) Positivn{ isolace virusu ornithosy ze smési slezin & jater 2 racku.
b) Nekrosy v jatrech u ndkterych vysetiovanych rack.

¢) Loziskové peribronchidln{ nekrosy u jednoho vysetfovaného racka.
d) Népadnd zvétdens slezina u nékterych vydetiovanych racki.

Pii epidemiologickém vysetfovani, které jsme provadéli v uvedené drabezarné v éervnu, po-
zorovali jsme zejména v dobé krmeni, Ze se mezi kachny slétala celd hejna rackd. Toto zjidténi bylo
podnétem k prizkumu hnizdist racki na nedalekém rybniku, ktery je pfirodni reservaci. V okoli
kolonii jsme nalezli velky pocet uhynulych mladat nékolik tydni starych. Mimoto jsme zjistili na
plovoucich ostrovech a v rakosi vét§i podet zfejm& nemocnych, znaén& vyhubljch mladgch racka, ktefi
se dali snadno chytit. Na nékterych byla nipadna atrofie svalstva a hnédozeleny prijem.

vevs

P#i pitvé rackil nebyly pozorovany nipadnéjsi zmény na orginech, pouze
u nékolika byla zji§téna znaéné zvétiena slezina, znamky zanétu st¥ev a u 5 pitva-

nych mladat, zlutava nekrotickd loZiska v jatrech.

Celkem bylo vysetteno 40 racki, z nichz 36 bylo mladych ve stafi 2—8 tydn,
dva byli jednoroéni a dva dospéli. S. typhi murium byla isolovdna ze sleziny
a stievniho obsahu 30 mladych a jednoho jednoroéniho racka. (Celkem tedy u 77 %
vysetfovanych.) Z makroskopicky patrnych nekrotickych lozisek v jatrech byla
isolovana rovnéz S. typhi murium v ¢isté kultufe. V histologickych preparatech
byla patrna v okoli nekros jen slaba mononukledrni reakce a v nekrotickych ma-
sach zji§tény shluky bakterii. Ve Zlutavém vytoku, ktery slepoval oéni vicka jed-
ncho racka, byly nalezeny védle bunéénjych elementi Gram positivni koky.

Pokus o isolaci virusu ornithosy na bilych myskach byl proveden u 15 rackd,
jejichz organt (slezin, jater, ledvin, plic) bylo pouZito ke 14 isolaénim pokusim.
Isolace virusu, ktery byl identifikovan (43), se zdafila ze smési slezin a jater dvou
-mladych rackd pf¥i soucasném nalezu S. typhi murium. (Tab. 1.) V histologickych
preparitech z organi téchto rackd byly zjistény makroskopicky neviditelné ne-
krosy v jatrech a v plicich, ojedinélé loZiskové peribronchidlni nekrosy s chabou
okolni reakci mononukleari. Na otiskovych preparatech sleziny obarvenych podle
Macchiavelliho byla patrna elementérni téliska. :

Po zji§téni nalez u rackd v reservaci B. jsme roziifili epidemiologické vy-
$etfovani na hnizdi§té rackd v jinych krajich. V jednom jihogeském okrese v kachni
farmé K. jsme odhalili pravé doznivajici onemocnéni ornithosou u 3 o3etfovatelt
kachen, ktera byla potvrzena serologicky. U nékterjch kachen jsme zjistili pfiznaky
charakteristické pro ornithosu. (15, 47, 48). Pokus o isolaci virusu u téchto dvou
kachen se viak nezdafil. V této farmé byla v poslednich letech zjisfovina pii pra-
videlném vySetfovani kachniho trusu 'S. typhi murium. Pobliz fariny K. jsou na
rybnikich hnizdi§té n&kolika tisic racka chechtavych, ktera v§ak pfi nadi nav§tévé
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byla uz téméf opuiténa. V lervnu a zaldtkem &ervence bylo pozorovino také
v této oblasti masové hynuti mladych racki. Ze stfevniho obsahu a sleziny jed-
noho mrtvého racka byla isolovana S. typhi murium. P#i dal§im epidemiologic-
kém vySetiovani bylo zji§téno, Ze s hynutim racké pravdépodobné souvisela: i epi-
zootie v nedaleké \vykrmné vepfd, do niZ -mohla byt trusem rackd zanesena
S. typhi murium. V ¢asové souvislosti potom doslo na nékolika mistech jiného
kraje k vyskytu onemocnéni u lidi, ktefi pozili vyrobky z masa téchto vepfi.

DISKUSE

Hromadné hynuti mladgch racki je €asto zji§fovano v riiznjch zemich, jeho
pfi¢iny viak nebyly vySetfoviny komplexn&. Néktefi ornithologové uvadéji, ze
v prvnim roce, zvla§té v prvnich dnech Zivota‘zahyne a7 75 % racki [Steinbacher,

Mapa 1. Nélezy krouzkovanjch rackdi z vySetfované pfirodni reservace v B.

® Prirodni reservace v B. .
+ Nalez racka krouZkovaného v reservaci v 8,

Makatsch]. (20, 37) Smrtnost od prvniho roku je podle Stadieho (36) jiz jen 1

az 15 %. Z bakteriologii na pt. Schmidt (34) ozna¢il S. typhi murium za ptivodce
- hromadného hynuti mladych racki na ostrové Riems. Také niami sledovana epi-

zootie a hynuti mladych rackd bylo asi pfedeviim zpisobeno S. typhi murium,

jak se da soudit podle isolaci této salmonelly u 77 % vysetfovanych racki. Pro .

pomérné maly pocet pokusi o isolaci virusu ornithosy, nelze zatim posoudit,

v jaké mife se tento virus uplatiioval pfi popsané epizootii. Hynuti mohou zfejmé
" podporovat i nékteré nepfiznivé vlivy prostfedi, jako nedostatek potravy, chladng

pocasi, po pfipadé dalsi pfidruZené nikazy. :

Racek chechtavy u nds hnizdi na nékterych rybnicich v tisicovych koloniich

v dobé, kterda odpovid4 nejvétsi produkei v lihnich nasich driibezaren. P#i dnesni

snaze o zakldddni kachnich farem na rybnicich v zdjmu .zv§Seni vynosnosti ryb-

ni¢niho hospodafstvi, stivd se otizka ohrozeni kachen volné Zijicim ptactvem

aktudlni, zejména pri tésném souZiti, které mizeme misty pozorovat hlavné mezi

kachnami a racky.. ,

Z mapky 1 sestavené Cernym je patrno, kde byli chyceni rackové okrouz-
kovani v poslédnich letech v nami sledované reservaci. Podle té&chto nalezd mohou
pfichazet rackové do styku s riiznymi druhy ptikd, zejména na moiském pobiezi,

154

Approved For Release 2008/04/15 : CIA-RDP80T00246A002800280004-7




Approved For Release 2008/04/15 : CIA-RDP80T00246A002800280004-7

v deltich velkych fek a na velkych jezerech ve Svycarsku. Steiniger se domniva,
se k nakaze rackd salmonellami dochazi zejména ve vodach pii pozfeni odpadka
bohatych na bilkoviny, které skytaji dobrou zivnou pidu pro pomnoZzeni bakterii.

Rackové se mohou stat jednak zdrojem nakazy pro driibeZ, jednak se mohou
pti t&sném styku s dribezi sami nakazit salmonellosou nebo ornithosou. To pak
‘ptispiva k udrzovani ndkaz v blizkosti kachni farmy, protoze se rackové kazdo-
roéné vraceji do mist svych starych hnizdist.

Bude tteba dalitho komplexniho vysetieni, abychom mohli dokonale objasnit
epidemiologické souvislosti v okoli hnizdist racka. Uz nyni viak mizeme upo-
zornit na zavasnost zakladani kachnich farem v blizkosti kolonii rackd nebo do-
konce p¥imo v p¥irodnich reservacich. NaSe zjistént by vsak mélo byt brano v dvahu
i pti zakladani jinych chovatelskych zafizent. :

SOUHRN

Pti epidemiologickém vySetiovani v jedné farmé, kde byla zji§téna u zaméstnanci i u kachen
ornithosa a u kachen ziroved i S. typhi murium, upoutala pozornost autord hejna racki, kteff se
dostavali do tésného styku s kachnami. Pfi-priazkumu jejich hnizdi$f na nedalekém rybniku bylo
zji§téno hromadné hynuti mladat. Ze sleziny -a trusu 31 (77 %) racku ze 40 vysetfovanych byla
isolovdna S. typhi murium. Isolaéni pokusy na biljch myskich byly provddény z orgénid 15 rackd.
Ze smési sleziny a jater dvou mladjch rackii chechtavych (Larus ridibundus L.) pfi soudasné isolaci
S. typhi murium, byl isolovan virus, kter§ byl identifikovan jako virus ornithosy.

Na podkladé epidemiologického vySetfovani upozoriiuji, autofi na ohroZeni chovi: dribeze
salmonellosami a ornithosou v b‘lizkosti hnizdi§t rackd chechtavych. i

! . PE3IOME

OpHHTO3 Y CaIMOHEN103 Y OGLIKHOBEHHOA ualiKH ‘(Larus ridibundus L.).

1. 3nuaeMHOJOrHYECKOe HCcael0BaHHe

Bo BpeMs 3NMHAEMHONOTHYECKOTO HCCIEAOBAHHS Ha onHoil dhepMe, Ha KOTOPOi Gul 06Ha-
PyMEH OPHHTO3 Y TPYASUIMXCA H y YTOK, @ Y YTOK BMECTE C TEM TaKKe S. typhi murium, BHH-
MaHHe aBTOPOB NpPHBJEKJH CJIeTHl YaeK, COMpHKacalomascs ¢ yrkaMmu. OG6csienys Mx rHesfia Ha
yiedaJeKoM NPYay, aBTOPbl OGHAPYKHJH, YTO MOJOAbE HaHKH noru6ann Maccamu. Ms cene-
senky v nomera 31 uaiiku u3 40 HccnenoBaHHBIX Gbina BeZeseHa’S. typhi murium. Haonsaunon-
Hhle ONBITH Ha GeJbIX MbIHIAX COBepIIaniCh H3 OPraHoB 15 yaek. Y30 cMecH cese3eHKH H Tie-
YeHH [OBYX MOJIOABIX OOHIKHOBEHHBIX yaeK (Larus ridibundus L.), mpH COBMECTHOH H3ONSUKH
S. typhi murium, 6bu1 BBIAEEH BHPYC, KOTOPEIH GBUT yCTaHOBJEH Kak BHDYC OpHHTO3A.

Ha ocHOBAaHHH 3SMHAEMHOAOTHYECKOTO HCCASAOBAHHS aBTOPHl 00palllaloT BHEMaHHE Ha
YFPOXKaeMOCTh MTHUEBOACTBA CAJIMOHENI03aMH H OpHHTO30M BOJIH3H THE3M0BHIl OOGbIKHOBEHHBIX
4aex.

4

SUMMARY
The Incidence of Ornithosis and Salmonellosis in the Black-Headed Gull (Larus ridibundus L.)

1. Epidemiological Investigations

While makirg epidemiological investigations.on a poultry farm where ornithosis had been
confirmed in employees and, at the same time, a combined infection of ornithosis and Salmonella
typhi murium in ducks, the attention of ‘the authors was called to flocks of Black-Headed gulls,
which came into close contact with the ducks. On investigating their nesting grounds in the vicinity
of a not very distant pond, perishing of the young-en masse was discovered. Salmonella typhi
murium was isolated from the spleen and faeces of 31 of the 40 gulls examined, i. e. of 77 %.
Fourteen isolation experiments were made on white mice from the organs of 15 gulls. Simultan-
eously with isolating Salmonella typhi murium from a mixture of spleen and liver of two young
gulls (Larus ridibundus L.) a virus was isolated which was identified as the virus of ornithosis.
. On the basis of their epidemiological investigations the authors call attention to the danger
of salmonellosis and ornithosis infections in poultry farms situated in the vicinity of the breeding

places of the Black-headed guil. <
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EXPERIMENTALNI INFEKCE MYSKY MICROMYS
MINUTUS VIRUSEM CSL. KLISTOVE ENCEFALITIDY

D. MORNSTEINOVA a P. ALBRECHT * N

vvvvvvvvv

Vyznam riiznych divoce Zijicich drobnych ssavei pfi §ifeni virusovych infekei,
charakterisovanych ptirodni ohniskovosti, je dobfe znamy. U nis byl dokazin
u drobnych ssavci Apodemus flavicolis, Clethrionomys glareolus, Sorex araneus
a Mus musculus styk s virusy kli§tové encefalitidy, lymfocytarni choriomeningitidy
a zdpadoamerické kotiské encefalomyelitidy. (1, 2) Dosavadni prace byly zamé-
feny predeviim na ddkaz pfitomnosti virusu isolaénimi a serologickymi vysette-
nimi. Otazky vnimavosti, pfipadné pfirozené odolnosti, kolobéh virusu v orga-
nismu téchto Zivogichd a virusonosiéstvi — dulezité s hlediska epizootologického
a epidemiologického — se dosud u nés nesledovaly. K fe§eni téchto problémi jsme
pouzili mysky Micromys minutus Zijici v pfirodnich ohniskdch klistové ence-
[alitidy. : . .

MATERIAL A METODIKA

Experiment4dlni zvife Experimentovali jsme na myskach .Micromys minutus (dale
- jako M. m.), které se vyskytuji pomérné hojné v jiznich oblastech nageho statu. Od jara do podzimu
3iji ve vlhkych mistech, v rakosinich. V této dobé ptichazeji do styku s Apodemus flavicolis, Sorex
aranus, Neomys fodiens, Microtus arvalis. Na podzim se stéhuji do stohti, kde “pfezimujf a kd€ se
mohou dostat do styku s Mus musculus. Microtus arvalis. (Za tyto udaje dékujeme inZ. J. Noskovi.)
Mysi, kterych jsme pouZili k pokusim, byly chycené v pfirodé z jedné lokality v podzimnim
obdobi (1955). Do nachytini potiebného‘poétu se udriovaly v neinfekénim zvéfinci za podminek
bé&znych pro chov bilych mysi.*) Pro neobyéejnou plachost a Zivost byla prace s nimi dosti obtizna.
Pozorovani ojedinéld hynuti, kterd se vyskytla v dobé pfed zafazenim do pokusd, nemohla byt
z davodi kanibalismu diagnostikovana. Histologické vysetfeni nékolika mozkid M. m. dalo nor-
mélni histologicky nélez bez pathologickych zmén. :

Virus a zpisob infekce. PouZili jsme virusu kli§fové encefalitidy »O« M 27 (iso-
lovanj Dr V. Bardosem a spol. Cs. hygiena, epidemiologie, mikrobiologie, imunologie, I1I, 2, 1954)
ve formé suspense z my§ich -mozkd, vytitrované na vnimavych biljych my8ich subkutinng. **) Mysky
M. m. rozdélené do 5 skupin po 10 jedincich se o&kovaly subkutinné suspensi po 0,01 ml obsahujict
mnozstvi virusu < 1 LDsg, < 10 LD5g, < 100 LD5j, < 1000 LDsso. 5. skupiny — neinfikované — jsme
pouzili jako kontroly.

Kontrola viremie. Odbér krve se proviadél krviacenim z orbitilntho sinusu, které mysi
dobte snasely a jen v ojedinglych pfipadech vedl k jejich uhynuti. Krev se nassdvala do ochlazené
stiikagky a okamzité ockovala i. ¢. bilym my3im vizicim 10 'g. Krev od jedné M. m. se olkovala
vidy dvéma bilym my§im. ' :

Kontrola pfitomnosti virusu v mozku a zp&sob histologického
vysetieni Z kazdé mys$i M. m. usmrcené chloroformem se vypitval mozek, znéhoz
jedna hemisféra slouzila k pfipf-avé suspense (10%), druhd k histologickému
vysetfeni. ‘Suspense z mozku se ofkovala vidy na 4 bilé mysi do 12 g i. ¢. & 0,03 ml a zbytek
soudasné ipt. Pfitomnost virusu se sledovala v jedné ai dvou pasdZich na bilych myskach. U kazdé
usmrcené mysi se kontroloval mozek a slezina té7 bakteriologicky.

Polovina mozku, odebrana k histologickému vy3etieni, se ihned fixovala po dobu 24 hod.
v Bouinové roztoku a po odvodnéni a zaliti do parafinu se udélaly transversilni nebo sagitilni se
miseriové fezy v odstupu 100150 # a barvily se hematoxinem a eosinem.

*) Odchyt mysi provedla parasitologicka skupina VU CSAV.
**) K titraci a detekci virusu se béhem celé prace pouZivalo vysoce vnimavych mysek z farmy
Dééin. '
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Tabulka 1. Pfitomnost virusu kli#t. encefalitidy v krvi experimentdlné infikovanych mysi
Micromys minutus.

. Mnostvi virusu, Vysetiené : Kontrola viremie
Skupina pouzitéhok infekei | - M. m. &is '
! - C8. 0 2L.hod. | po 70.hod.
- 1. 0/2*) 0/2
1. < T 1 LD, -
2, 0/2 0/2
' 1. 0/2 2/2
2, < 10 LDy, — :
S 2. 0/2 A 2/2
h _ 1. 0/2 - T 92
3. < 100 LD,,
, 2., .02 2/3
S o2 - 2/2
. 4. < 1000 LD;, . e =
2. 0/2 Co2/2
*) Citatel = podet uhynutych ’ e . P
Jmenovatel = potet odkovanych } bilyeh mysi, infikovanyeh krvi M. m.

. - Neutralisa&nf test. Smés virus + serum se po jednohodinové inkubaci pti 370 C
. otkovala s. c. po 0,02 ml, kazdé fedéni na 4 my$i. Kontrolni serum, odebrané pfed infekei, i serum
po infekei, pochazely od nékolika mysi téze skupiny.

VYSLEDKY

Prabéh in f ekce. Ve skupiné mys3ek, ockovanych mnozstvim virusu :
<1 LDso, doglo k uhynuti 4 mySek z 10; z toho u 2 mysi dokazan positivni bakte-
rlologlcky mnalez*) (pravdépodobné jako disledek cdbéru krve z orbity), a u 2
my$i pro vyskytnuvsi se kanibalismus pfi¢ina smrti se nezjistila.

Ve 2. skupiné my3ek, o¢kovanych mnozstvim virusu <.10 LDso, doslo k uhy-

- . nuti 2 my$i z 10. Souvislost uhynuti s etiologii kli§fové encefalitidy se neprokazala.

Ve 3. skupiné, o¢kované mnoZstvim virusu < 100 LDso, nalezeny 21.—24.
den po infekci 3 uhynuté mysi z 10., Souvislost uhynuti se etiologii klistové ence-
falitidy je mozna. Nebylo v§ak dokazdno opét z divodd kanibalismu.

Ve 4. skupiné mysi, ockovanych < 1000 LDso virusu, doslo k uhynuti. 3 mysi
z 10. Virologickym vySetfenim dok4zan u jedné mysky virus kli§fové encefalitidy

" v mozku, u 2 dalsich vysloveno podezieni.
Mysi, které prezily, se sledovaly celkem 31 dm Béhem této doby nejevily
. zjevnych chorobnych ptiznakd.

Srovname-li hynuti po-infekci virusem klistové encefahtldy u mySek M. m.
se soubé&iné mhkovanyml vnimavymi bilymi myskami, zjistime niapadné rozdily.
Zatim co bilé mySi hynou po infekci <10 LDso— < 1000 LDso, a to po inkubaéni
dobé 8—10 dnii, vétSina mySek M. m. ockovanych stejnym zplisobem pieZiva.

Kontrola viremie Pro pomérné maly podet mysi, které jsme méli
moznost zafadit do pokusu, se viremie zkouSela jen ve 2 &asovych obdabich, a to

- 21 a 70 hodin po infekei. Z kazdé skupiny se kontrolovaly vidy 2 mysky. Zatim co
21 hodin po infekei se nepodarilo dokazat virus v krvi, zji§tujeme jej po 70 ho-
dinich, a to u mysi otkovanych davkou <10 LDso i vy$§i. Ve skupiné mysek
M. m., o¢kovanych < 10 LDso virusu doslo v jednom prlpade k uhynuti obou

*) Staphylococcus aureus haemolytlcus. -
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Tabulks 2. Piehled isoladnich a histologickych ndlezti u mysek Micromys minutus 10. a 31. den
: po infekei virusem kliftové encefalitidy.

Mnoistvi 10. den 31. den NI ser. /
| Skup. virusu i 31.flen
pousitého | Vygett. | Isolatni | Histolog. | Vy#etf. | Isoladni | Histolog. [PO 18-
kinfekei | mysky & | nélez |vySetieni|mysky & | . nilez | vySetteni| fekei
. 1. nespecificky nélez 1. neg. neg. )
1. | < 1 LDy, 3
: 2. neg. neg. 2. neg. neg. '

1. *| posit. neg.
< 10 LDy S nedélalo se —
. 2. posit. neg. .

1. posit. neg. neg posit

posif. posit. 1 996

neg.

posit. neg.

/ ! ) . . - 1. ‘' neg. po.sit.
s 1. 1. posit. neg. =
/ ) ' - 2. neg. posit,
A1 4 | < 1000 LDy, 15 850
/ ! _ ‘ . ‘ -3. neg. neg.
. L2 posit. posit. - ==
. ) 4. posit. posit.

!

infikovanych bilych mysi, ve druhém piipadé obé b. mysi 13. den onemocnély
s priznaky paralysy. Ve skupiné s davkou virusu < 100 LDso krev z obou mysi
M. m. usmrtila vechny infikované bilé mysi po inkubaéni dobé 6—10 dnd, ve
skuping < 1000 LDso po inkubaci 3—8 dni. Pfehled o tom podava tab. 1.

Piitomnost virusu kli§tfové encefalitidy a histolo-
gické zmény vmozkumy§ek M. m. 10. den po infekeci

Z kazdé skupiny se vySetfovaly 2 mysky M. m. soucasné isola¢né i histo-
logicky. V 1. skuping mysi (<1 LDso) virus nebyl isolovan, ani se nedokézaly
‘histologické zmény v mozku. Ve 2. skupin& (< 10 LDso) suspense z mozku jedné
mysky M. m. usmrtila jednu z infikovanych bilych myii a u dalsi vyvolala po
14 dnech onemocnéni; ve druhém ptipadé uhynula v 1. pasazi 1 bild my$ ze 4
infikovanych. Ve 2. pasazi byl prokazin z uhynutych bilych mysi virus klistové
encefalitidy. Histologicky nalez byl u obou vy3etfovanych mysek M. m. negativni.
Ve 3. skupiné (< 100 LDso) vedla suspense mozku jedné mysky M. m. k uhynuti
viech 4 infikovangch biljch mysi, vySetfovany mozek.z druhé my$i M. m. téze
skupiny onemocnéni na bilych mysich nevyvolal. Histologické vySetfeni obou
my$ek M. m. bylo negativni. Koneéné vySetfeni mySek M. m. ze 4 .skupiny
o8 (<1000 LDso) vedlo v jednom piipadé s negativnim histologickym - nalezem
v mozku k uhynuti 3 ze 4 otkovanych bilych mysi, ve druhém piipadé s posi-
tivnim histologickym nalezem v mozku mysky M. m. k uhynuti viech 4 otkova-
mych bilych mysi (viz tab. 2). ’ :

V pripadé s positivnim histologickym nélezem 3lo o lehké zmnozZeni endo-
telialnich a adventicialnich bunék nékterych kapilar a venul mozku (obr. 1). V Zad-
ném pitipadé nedokizano bakteridlni zneci§téni. .

Positivni isolaéni nalezy virusu v mozku, ‘provizené negativnim histologic-
Kym obrazem, souviseji pravdépodobné s transportem virusu do mozku ve vire-

e~ 4
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mickém obdobi, aniZ zatim do$lo k vét§imu uchyceni virusu v samotné mozkové

tkani. : . o

Pritomnost virusu kli§fové encefalitidy a histolo-
gické zmény vmozkumySek M. m. 31 dni poinfekci.

Stejnym zplsobem provadéné isola¢ni a histologické vySetfeni jako vyse
dalo tyto vysledky: V 1. skupiné vysetfovanych my§i M. m. (< 1 LDso) nedokéazan
ani virus ani histologické zmény v mozku. Vy3etfeni 2. skupiny se z technickych
pfitin neprovadélo. Ve 3. skupiné (< 100 LDso) isolovdn ve 2 pfipadech ze 3
virus, pfi ¢emz histologické zmény v mozku zji§tény v 1 p¥ipadé s positivnim iso-
laénim nélezem a v 1 piipadé s negativnim isolaégim nalezem. Ve 4. skupiné
(<1000 LDso) ze 4 vySetfovanych mys$i M. m. v 1 pfipadé dokazan virus v mozku
soucasné s’ positivnim histologickym nalezem. U 3 dalsich mysek, kde se nepo-

- dafila isolace virusu, dokdzany u 2 zdpalové histologické zmény (tab. 2.)

Histologicky positivni pfipady jsou charakterisovany vcelku mirnymi zmé-
nami, které postihuji kapilary, venuly anebo loziskovité mozkovou tkai. Jsou
co do poctu i rozsahu skromné, pfitomné jen v nékterych sériovych fezech. Vasku-
larni zmény spoéivajici v proliferaci endotelidlnich-bunék a pericyti s exsudaci
lymfocyt a plasmatocytl do perivaskularnich prostor (obr. 2). V samotné moz-
kové tkani tvofi proliferovana glia spolu s plasmatocyty a lymfocyty infiltraty
malého rozsahu, nervové buriky a zakladna hmota v téchto mistech byva poru- \
Sena (obr. 3). Misty pfestupuji infiltraty z pathologicky zménénych cév. pfimo na
mozkovou tkari (obr. 4). ) .

Pfitomné histologické zmény bez isolace virusu z mozku p¥ipisujeme ode-
znivajicimu infekénimi procesu. Diikaz virusu. bez histologickjch zmén v mozku,
zji§tény v jednom pfipadé, si opét vysvétlujeme jeho zavleGenim doé mozku v ob- \
dobi viremie bez intensivnéj§iho zachyceni ve vlastni mozkové tkéni. '

Protilatkova odpovéd infikovanych mysek Micromy's
minutus. . :

Porovnavaly se smési ser z jednotlivych skupin, a to z obdobi pred infekei
a 31. den po infekci na pfitomnost neutralisaénich protilatek. Vysledky zachy-
cuje tab. 2. Z tabulky vyplyva, Ze u mysi otkovanych davkou virusu <1 LDso .
nedosle k protilatkové odpovédi, zatimco u mysi ze skupiny < 100 LDso
a <LD 1000 LDsq protildtkova odpovéd svédéi pro piekonani lafentni infekce. .

DISKUSE

Mikromys minutus Zije v pfirodnich ohniskach kli§fové encefalitidy. I kdyz.
dosud u ného nebyl dokazan styk s virusy klistové encefalitidy isolaénimi a sero-
logickymi vySetfenimi, vysledky nasich orientaénich pokusi ukazuji, Ze i ‘tento
druh drobnych ssavci by mohl mit a pravdépodobné ma vyznam v kolob&hu vi-
rusu klistové encefalitidy v p¥irodsé. o
Ze srovnavacich pokusi vyplynulo, ze Micromys minutus je méné vnimavy
. na infekci virusem klidtové encefalitidy nez bilé mysi a onemocni i po‘pomérné
' velkych davkach virusu vétSinou jen latentni infekci. Uhynuti nasledkem infekce
bylo potvrzeno jen v jednom pfipadé, a to po davce < 1000 LDso, pfi ¢em? inku- .
bacni doba byla znaéné dlouh4, vice nez 20 dnd. P¥itomnost virusu.v.krvi zji§-
‘téna mezi 20—70 hod. po infekci subkutanni diavkou < 10 LDso, nasvédéuje
tomu, Ze se nejednd o prosty kolobéh virusu zavledeného do obéhu krevniho, ale
se v§i pravdépodobnosti 0 mnoZeni virusu v organismu. Pfitom je zajimavé, ze
ve vlastni mozkové tkani se virus zachytéva relativné pozdé: proto svédéi pomérné
Casté positivni isolacni a soufasné negativni histologické vysetieni mozku 10. den
po infekci. Je mozné, Ze se v této dobé virus zachycuje a mnozi v endothelu moz-
kovych kapilar.
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V pozdégjsim obdobi, t. j. 31 dnd po infekci, kdy byl histologicky nilez mozku
dastéji positivni, naproti tomu isolaéni dikaz vzicnéj§i, bychom mohli usuzovat,
%e virus, ktery proniknul krevné mozkovou bariérou, vyvolal veelku lehky ence-
faliticky proces, jehoZ znamky zistaly i po eliminaci virusu zachovalé. O tom, ze
je opravnéné hledat souvislost mezi histologickymi zménami a u&inkem podaného .
virusu, svédéi fakt, Ze u kontrolnich Micromys minutus chybély jakékoli histo-
logické zmény v mozku a chybély rovnéz u Micromys minutus otkovanych dav-
kou virusu <1 LDso. Rovnéi vzestup specifickych neutralisaénich protilatek po
infekci svédéi pro to, ze mysky prodélaly nakazu, jejiz pfi€inou byl virus klisfové
encefalitidy.

Celkovy prabéh nakazy virusem kli§tové encefalitidy u Micromys minutus
ukazuje tedy na lehky rdz infekce s moZnosti déletrvajiciho virusonosiéstvi.

SOUHRN

V pfirodé volné Zijici mysky Micromys minutus jsou pomérné resistentni na podinf virusu
klistové encefalitidy, VétSinou oneinocnéji jen latentni infekei. Virus se pfitom v jejich organismu
mnozi, dostdva se do obéhu krevniho a zachycuje se i v mozkové tkdni, aniZ, co je zdvainé, vy-
voldvd nipadnych zjevnych neb smrtelnych pfiznaka. Virus mize pfetrvdvat v organismu Micromys
minutus podle nasich zjisténi 31 i vice dnd po infekci. Ziskané vysledky nasvédéuji tomu, Ze se
mys$ky Micromys minutus v pfirodnich ohniskich klidtové encefalitidy mohou uplatiiovat jako
virusonosiéi.

PE3IOME

JKcnepUMeHTadbHAA HHQEKUHa MBIWKK Micromys minutus BHpycom
4EXO0CI0BAUKOrO KJelleBoro aHuedasura

Mbuuxu Micromys minutus CBOGOAHO XMXHBYIUHEe B NPHPOAE, OTHOCHTENbHO YCTOHYHBHI
K BBOQMMOMY BHPYCY KielleBoro sHuedanunTa. B GosnblmucTse ciyd4aes ouu 3aboneBaioT
TOJBKO JIaTeHTHO. BUpPyC XKe B MX OpraHuaMe pa3MHOXKaeTcsl, MPOHHKas B KPOBb H 3afePXKH->
BasiCh 1a)ke B MO3rOBOH TKaHH, HO He BHI3bIBAET — UTO HMEHHO BaX{HO — CMEPTHBEIX WJH BO-
obuie npHBJIEKaOMHUX BHHMaHHe IPH3HaKoB. BHUpyc MoXKeT nep3anucToBaTh B OpranuaMe Micromys
minutus N0 HaWKM faHHEEM 31 W Gonbure cyTok nocse HHdekuuH. [lonyuenubie pesyabTaThl CBU-
LETebCTBYIOT O TOM, YTO B PHPOAHBIX .OYarax KJEWEBOro 3HHe(alHTa MbIIKH Mlcromys minu-
tus MOTYT MrpaTh POJib KaK BHPYCOHOCHTENH.

SUMMARY

Experimental Infection of the Mouse Micromys minutus with the Virus of Czechoslovak
Tick-Borne Encephalitis

In the free nature living mice Micromys minutus are relatively resistent after application of
the virus of tick-borne encephalitis. Most of them undergo a latent infection only. The virus multi-
plicates in the organism at the same time, penetrates into the bloed circulation and is trapped also
in the brain tissue without — and that is important — evoking any remarkable manifest or mortal
symptoms. The virus is able to persist in the organism of -Micromys minutus during 31 or more
days after infection, according to our observations. The gained results bear wittness to the possi-
bility that the mice Micromys minutus may function in the natural foci of tick-borne encephalitis

" as carriers of the virus.
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Ustav ,lékafské mikrobiologie KU, ‘Prahé, pfednosta prof. Dr Fr. Patocka

KULTIVACE'VIRUSUiENCEPHALOMYEL'ITIS
ENZOOTICA SUUM V HOMOLOGNI TKANI I.

FR. PATOCKA VL KUBELKA, B. KORYCH

Ukolem, ktery jsme si vytyéili po prostudovani biologickych znakd virusu
obrny vepid, jeho schopnosti imunogennich a &asteéné pathogenese choroby jim
vyvolané, bylo provéfit schopnost tohoto virusu mnoZit se ¥ homologni vepfové
tkani. Tato fada experimenti, dosud pro technické obtize neukonéend, méla za cil
doplnit ndm dosud znamé vlastnosti virusu i po této strdnce a kromé toho vést
v ptipadé tspéchu k propracovani metodiky produkce virusu ve velkych kvantech,
aby ho mohlo byt pouZito, jako zékladu ockovaci latky obsahu‘jici inaktivovan{r
virus, tedy analogické s tou, jez se dnes vyrabi na celém svété jako Gsp&na soucést:
boje prot1 poliomyelitidé. Vedle]mm a dlouhodobym smyslem experimenti tohoto
druhu m4 byt studium variability ndmi standardné pouZivaného kmene virusu
Té&inské choroby ve smyslu sniZeni jeho pathogennich schopnosti protrahovanou ev.
modifikovanou kultivaci tak, aby, je -1i mozno, byl ziskan kmen, jehoZ by bez ne-
bezpeti mohlo byti pouZito ]ak:) zivé vakcmy v dalsim vyvoji této prace. Pokud nim
bylo pfistupno svétové pisemnictvi, neméli jsme mnoho pfedchidct. Horstmanno--
va (1) ve své souborné praci z r. 1952 naznadila, Ze méla pocit, jako by se virus
vepfové obrny mnozil v explantatech Maitlandova typu kufecich embryi. Tento
fakt povazujeme-za nepravdepodobny Larski (2) dosahl velmi pravdépodobného
pomnoZeni téhoZ virusu v explantitech kultivovanych podle Maitlanda z ledvin
vepfovych embryi. Na efektivni mno#eni virusu v druhé pasiZi usuzuje hlavné ze
zkraceni inkubaéni doby pokusného onemocnéni vyvolaného mediem z ‘této tka-
fiové kultury. Praci Mayra a Schwabela (3) zname pouze z citace Fortnerovy, nebot
nam v originile nebyla p¥istupna. Podle Fortnera (4), ktery neuddva jejich pra-
covni metodiku ani piesné vysledky, dopracovali se kladného vysledku.

Sami jsme pracovali s kultivaci vepfové tkané od r. 1954 a to nejprve s embryo-
nalnimi fibroblasty, pozdéji pro nepravidelny pfisun této tkané jsme se pokusili
o péstovani fibroblastd z testes erstvé kastrovanych vepfi.

Castetky tkané ulozeny do kufeci plasmy, jako zivného media uzivdno tehdy 50% Hanksova
roztoku, 10% dvacetiprocentniho kufeciho embryonalniho extraktu a 40% koiiského sera. Prilezi-
tostn& bylo uzito misto tohoto roztoku hovézi amniové vody a extraktu z hovézich embryi. MnoZeni.
fibroblastd v téchto typech media bylo velmi dobré. Infekce kultury v prvni pasizi pro-
vedena 0,1 ml 101 suspense michy obsahujici virus. V jednom pfipadé 2 pasii v tkanovych kul-

turach tohoto typu obsahovala virus v takovém mnozstvi, Ze stacil k vyvolam smrtelné encefalomye-
litidy po i. c. aplikaci. ;

‘O téchto orientagnich pokusech referovano dvéma z autortli v hstopadu 1955
" na virologickém seminafi v Budape§ti.

Plynulej§i a systematickd prace s tkanovym1 kulturami s novou a pfesné
vypracovanou methodikou obnovena v polovici r. 1955.

Materidal — metody: K infekci kultur bylo uZito standardniho virusu kmene vepfové
obrny, se kterym pracovano v laboratofi od roku 1949 a ktery od této doby prodélal fadu desitek
i. c. pas4Zfi. Biologické a imunogenni vlastnosti tohoto virusu popsiny v praci 5, 6 a 7. PDsp tohoto
virusu pfi i. c. inokulaci v roce 1951 byla stanovena na 10-3,1. Dalgimi pasidZemi od té doby se o néco
zvysila, ale nikdy nedosdhla hodnoty PDsg 10-4. Cervikalni a lumbalni ¢asti mich, obsahujici podle
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citovanych pokust nejvétsi kvanta virusu byly konservoviny az do pouZiti zpravidla na suchém
ledu, nékdy té v lednici pti —150 C. Cetnymi i. c. pasiZemi nabyl tento Gstavni kmen virusu velmi
vjraznjch neurotropnich vlastnosti, v§razné a tézké symptomy onemocnéni po vstitknuti 0,5 mi
mi$ni suspense 10-2 nastupovaly zpravidla mezi 8. az 14. dnem po inokulaci, pti &emZ vaha selat
v rozmezi od 25 do 50 kg nehrila prakticky zéddnou roli. “

Tkaové kultury: Ke kultivaci v prvnim orientadnim pokusu uZito dospélé tkan& ledvinné
(1955) a v roce 1956, podinaje mésicem ervnem, vesmés vepfové tkdné embryonalni, zejména kize,
plice a celé ledviny. Tkafiové kultury byly kultivovany metédou popsanou Wellerem a spol. (8) ve

formé fragmentdi. Tkait byla pred nasazenim (obzvla$té u tkan& dospélych zvifat) mnohondsobné
promyta, aby byly odstranény ev. pfitomné protilstky. Dobfe rozrostld tkaid byla po proplachnuti-
Hanksovjm roztokem infikovana mnofstvim 0,1 ml 2X101 suspensi michy obsahujici virus,
10 min. ponechina v horizontdlni poloze a medium doplnéno do objemu 1 ml. Jako media
bylo uZito praskového laktalbuminhydrolysatu (Nutritional Biochem. Corp., Ohio) 0, 5% v Hankso-
v& roztoku s 5% koiiského sera, antibiotiky v mnozstvi po 50 jednotkéch penicilinu a 507 strepto-
mycinu na 1 ml media. pH bylo upraveno natriumbikarbonitem na 7,5. Medium z infikovanjych
zkumavek bylo vybirdno a smichino po 4denni inkubaci p¥i 36,50 C ve stationdrni poloze. Pfed pie-
nesenim na dal3i kultury uchovavano v lednici pfi —200 C. Medium po vynéti bylo zkouméno na
bakteriologickou sterilitu,

Vysledky pokust z roku 195 5 : Rozrostlé tkané kortexu Iedvmy
dospélého vepte infikovany 0,1 ml suspensi 10 shora uvedengch infek&nich mich.
Po 4denni inkubaci vyfiato medium a vstfiknuto i. ¢. v kvantu 1 ml vepfi €. 939.
Typické symptomy tésinské choroby se vyvinuly po 9denni inkubaéni dobg, zvife
v paralysach zabito. Histologicky potvrzena diagnosa encephalomyelitis enzostica
suum. Tento orientaéni pokus ukazal persistenci masivnich d4vek virusu fedéného
10°% pti temperatuie 37° C trvajici po vyse uvedenou dobu. Jelikoz podle dfivéjsich
zkuSenosti je zachovani aktivity virusu po tuto dobu pfi této temperatufe neprav-
dépodzbné, povaZovali jsme jiZ tento pokus za ur€ité potvrzeni, Ze virus se po-
mnozuje na homologni tkani. Tim spiSe, Ze inkubaéni doba infikovaného zvifete
mediem z kultury byla stejnd jako p¥i uZiti vysoce virulentnich mich.

Vysledky pokusd z roku 1956: Kultury embryonélnich tkéni
z1skanych shora popsanym zptisobem infikovany misni suspensi 2X 107 z vepre
¢. 939 v mno#stvi 0,1 ml na jednu kulturu. Podotykame, ze dodatednym experi-
mentem z 30. IX. 1956 ukizala se tato micha tak infekéni, Ze 1 ml 10 suspense.
i. c. injikované seleti vyvolal rychle postupujici smrtelnou paralysu po inkubaéni
dobé 8 dnii s typickym histologickym nélezem. Medium vyiiaté z kultury po 4 dnech
inkubace ulozeno a# do dalii pasaze p¥i —20° C.

Mediem z prvé pasaZe infikovana pasiz druh4d a psdobné z tohoto media pasaz
tfeti. '

Experimentalni ovéfeni vysledkd kultivace virusu na tkéﬂov;’rch kulturdch
pokusem na zvifeti: 30. XI. 1956 vstf tknut 1 ml media z tfeti pasdZe na tkanovych
kulfurach i. c. seleti & 209. Po 8denni inkubaci nastup prvnich symptomi vepfové
obrny, které vyustily v rychlou paralysu takze zvife druhého dne zabito. P¥i pitvé
organy nalezeny beze zmén, mozek i micha sterilni, histologicky nélez z michy "
potvrdil diagnosu typické vepfové encefalomyelitidy Kloboukovy.

Pokus opakovan 12. XII. 1956 s jinou ampulkou téZ §arZe 3. pasaze ]ako
v prvém pfipadé. Inhkovano sele & 787. Souéasné sele ¢ 788 dostalo i. ¢. 1 ml
tého# media fedéného 107, Sele & 787 onemocnélo jiz 7. den typickou symptoma-
tologii Kloboukovy nemoci, druhy den zabito, pitvdno a micha posldna k hlStO‘
logickému vySetfeni. :

Sele & 788 onemocnélo za stejnych symptomi az 10. dne a zpracovano, jako
pfedchozi. Histologicky nalez v obou pfipadech potvrdil diagnosu encephalomye-
litis enzootica suum. Histologickd vySetfeni byla provedena laskavosti Doc Dr
B. Bednafe.

4
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Neni tieba zvl4§té uvadéti, ze veskeré zkousky bakteriologické sterility cen-
tralnlho nervového systému zustaly negatwm

\

Diskuse - - .

Experimenty na zvifatech z konce roku 1956 potvrdily naprosto jasné sku-
te¢nost, prokiazanou nami pfedbéiné jiz dfive, Ze virus vepfové obrny se veimi
efektivné ( podobné-jako u lidské polio) mno%i na explantitéch z homologni tk4né.
Ani prvy experiment, pfi némz k infekci pouZito pfimo media ze 3. pasdze na
tkafiovych kulturach, nemiize byt vyklddan pouhym pfetrvavanim infekéniho kvanta
virusu v uvedeném mediu, nebot kone¢né fedéni virusu v posledni tkatiové pasazi
pocitidno od vychoziho inokula, bylo 1:5 000. Toto fedéni piesahuje totiz-infekéni
titr naseho virusového kmene, ]ak ho zname z d¥ivéj§ich titranich pokusi, k éemuz
jesté musime pfipocitat kodlivy vliv temperatury 37° C piisobici celkem po dobu
12 dnd na progresivné Fedény virus. Uvazime-li pak, Ze i desaterondsobné fedént
posledni tkafiové kultury vyvolalo prudké a smrtici onemocnéni v rozmezi nasich
béinych experimentilnich dob (zde by $lo jiz o diluci pivodni mlchy 1:50.000),
nemtze byt o faktu mnoZeni nejmensich pochyb.

Nase zjisténi, které mimo jiné potvrzuje také d¥ivéjsi nami citované prace,
ma pochopitelné kromé své zakladni hodnoty také eminentni prakticky vyznam,
jak v ivodu naznaceno: Metodika, které jsme pouZili, se prakticky nelisi od bézné
pouzivané metodiky pomnoZovani poliomyelitickych virusti na vnimavych tkanich
a stejné tak snadno miZe byti propracovana pro produkeci velkych kvant vysoce
i¢inného a pfi'tom velmi ¢&istého virusu t&§inské nemoci. Prvé pokusy o kultivaci
virusu v Roux lahvich na thypsinované tk4ni jsme jiz metodicky Gsp&né realisovali.

Vzhledem %k tomu, Ze jako zakladni tkdné pro kultivaci ve velkém se mtiZe
pouZit vepfové tkdné embryonalni, kterd je pfi pordice vlastné odpadem, bylo by
moZno vyrabét, stejné jako u lidské poliomyelitidy, z tkafiovych kultur ogkovaci
latku jak inaktivovanou, tak po pifipadé. po medifikaci zwou nesmirné lacinou -
a pfitom optimalni kvality:

SOUHRN

Autofi prokazali schopnost virusu encephalomyelitis enzootica suum mnoZit se na explanta-
tech z homologni tkané bud embryonalni nebo dospélé, péstované podle zakladni metodiky udané
Wellerem a spol. Koncentrované medium z 3. pasize tkifiovjch kultur usmrcovalo sele za typické
symptomatologie po inkubaéni dob& 7 dng, totéz fedéno 10X po inkubaéni dobé 10 dnd. Autofi
navrhuji pfezkoueni takto ziskaného virusu jako zdkladu k velmi ¢isté a levné otkovaci latee proti
obrné vepit a v pfipadé, e by se osvédgila, jeji vyrobu z tkafiovych kultur ve velkém.

B bl BO I bl

N

Kymfruaauua BUPyca HH(EKUHOHHOTO sHuedatoMusanTa ceuHei (Goseann Tewena)
B rOMOJIOTHYECKOiH TKauu I.

ABTOpBl [0Ka3ajH CIOCOGHOCTb BHPYca HHGEKUHOHHOTO 3HUe]ANOMHI/IHTAa CBHHE
(Gonesnu Teuwrena), Ky/JbTHBMPOBAHHOTO 0 OCHOBHOMY Meroay Beanepa, Duapca, Po66unca,
PasMHOXATbCH B OIKCIVIAHTATAX IOMOJOIHYECKMX 3MODHOHANBHBIX HJHM B3POCJLIX TKaHeil.
KonuenTprpoBannas nuratenbHas cpefa, B3fTasi OT TPETbEro MaccaXa Ha TKAHEBBLIX KyJbTy-
pax OKasajach JIETaNbHOH JUISL MOPOCHAT, KOTOPOe YMEp/H Ha CeabMOil JeHb MHKYGalUMH NpH
HaMHYKHH THNAYHEIX IPU3HAKOB QaHHOTO 3aGoneBanus. Ta xe cpela, pasBeleHHas B AecATb a3
NpHBEJa K TaKOMY XKe MCXOAY Ha JecATOH AeHb HHKyGaluH. ABTODHF TPeAnaraloT HCnpo6oBaTh
BHPYC, MOJyYeHHEI# TaKUM NyTeM, KaK OCHOBY MeEIIeBOH M OYeHb UHCTOH BAKUMHBI NPOTHB
Gonesnn TemweHa, a B cayyae yCHeWHOCTH anpoGauui BbIPaGOTKY ee B GOJbIIOM MaciuTaGe.
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SUMMARY .
Cultivation of the Encephalomyelitis enzootica suum Virus in Homologous Tissue I.

The authors have demonstrated the ability of the encephalomyelitis enzootica suum virus to
propagate in explants of homologous tissue, either embryonic or adulf, cultivated according to the
basic technic devised by Weller, Enders, and Robbins. Concentrated tissue culture medium taken
from the third passage killed farrows which evinced typical symptoms after a seven days incubation
period. When a ten-fold dilution of the same medium was applied, the incubation lasted ten days. The
authors suggest to test the virus thus cultivated for use as a basis for an inexpensive and pure vaccine
against hog paralysis, and if it proves mass its good production,
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KULTIVACE VIRUSU ENCEPHALOMYELITIS
ENZOOTICA SUUM V TKANOVYCH KULTURACH
HOMOLOGNI TKANE Il

B. KBRYCH, FR. PATOCKA, {VL. KUBELKA

V piedchozich pracich bylo prokazano, Ze virus Téinské choroby vepti se
pomnozuje v tkaniovych kulturdch homologni tkané (1, 2, 3). V literatufe nam
dostupné jsme nenasli Zddnou zminku o cytopathogennim d&inku virusu této ne-
moci, ackoliv Horstmannova (4) a Larski (1) popisuji pravdépodobné pomnozeni
virusu v tkaftovych kultirdch — v prvém pitipad€ embryonalnich kufecich, v dru-
hém ptipadé homolognich ledvinnych, v obou pfipadech kultivovanych zptasobem

" podle Maitlanda. V nasi praci, v niZ k pritkazu virusu v homolognich: tkanich jsme
vét§inou uZivali tkdné& vykazujici fibroblastovy riist a standardné& jsme vybirali
4. den medium, vyrazny cytopathogenni daéinek virusu na tkan nebyl patrny. Jen
u tkani'ledvinnych byly vyznaéeny zmény, ukazujici poSkozeni bunék, ale k tak
vyraznym zménam, jako u poliomyelitidy lidské nedochdzelo. Vzhledem k tomu, ze
tyto ledviny, jichZz bylo uZzito v pfedchozi praci k pomnozovani virusu, byly brany
z dospélych zvifat a mély tendenci k spontanni degeneraci pti del§i dobé kultivace,
nepokladali jsme tyto zmény za dostateéné priikazné pro cytopathogenni uéinek
virusu vepfové obrny. Proto pro tento pritkaz jsme zvolili homologni embryonalni
tkan ledvinnou, kultivovanou ve formé monolayert.

Materidl — metody: Vzhledem k tomu, ¢ metodika zpracovini vepfové tkané
neni b&zn& roziifena, popisujeme ji do viech podrobnosti.

Virus: UZito stejného virusového kmene jako v praci pfedchozi (3). Pfed inokulaci na tkdfiové
kultury v tomto experimentu byl pasiZovin na vepfovych tkanfich s fibroblastovym charakterem
ristu (kize, plice) ve tfech pasazich a pak intracerebrilné inokulovan v mediu z tkdtiovych kultur
seleti. Michy selete usmrceného za ptiznakd paralys po 7 dnech inkubace, bakteriologicky steriln{
a s diagnosou obrny vepfd potvrzenou histologicky, bylo uzito jako zdroje virusu.

Tkanové kultury byly pfipravovany z kortexu-ledvin vepfovych embryi metodikou podle
Bodiana (5) s malou modifikaci. Embrya vyiiata z gravidni délohy ne déle nez 3 hodiny po pordice
zvifete. Vyhodnéj§i pro nas byla embrya z druhé poloviny gravidity, kdy byly ledviny jiz vetsi
a vhodnéj§i ke zpracovani. Po vynéti ledvin a jejich dekapsulaci byl odstfizen kortex, ktery byl
nastithin na malé kousky o priméru ne vét§im nez 2 mm. Nastfthand tk4ii mnohonasobné pro-
mytid Hanksov§m roztokem za pfidani antibiotik penicilinu a streptomycinu po 50 j. ev. xg na 1-ml,
az byla supernatantni tekutina Gplné &ird. Na tkafi po odssati posledni promgvaci tekutiny nalito
150 ml 0,25% trypsinu (Organofarma & § 1202/4,5) v Hanksové roztoku za pfidani stejného
mnoZstvi antibiotik jako pfi promyvani. pH trypsinu upraveno 1,4% Na bikarbonéatenf na 7,5. Tkan
s trypsinem nalita pak do 500 ml §irokohrdlé Erlenmeyerovy lahve s 6 zafezy na bocich a otvorem
pro pipetovani na strané. Do lshve horem zavedena sklen&nd ty¢inka tvaru T nasazeni na. ose ver-
tikalni michacky, ktera se otaéela rychlosti asi 350 otdéek za min. Trypsinovdno 2 hodiny pfi po-
kojové teploté (220 C), supernatant odssit a na sedimentované fragmenty nalito znovu 150 ml
trypsinu s antibiotiky, pH 7,5. Trypsinovéno za stejnych obratek a za stejné teploty daldi dvé ho-
diny. Po této dob& byl supernatant postrannim otvorem odpipetovin do centrifugadnich nidobek
0 objemu 65 ml v mnozstvi 50 ml do jedné nadobky, centrifugovdn a sedimentované buiiky pro-
myty. Na zbyvajici fragmenty byl pfidan opét trypsin ve stejné koncentraci a mnoZstvi a trypsino-
vani pokragovalo po dalii dvé hodiny. Zpravidla po tomto tfetim trypsinovani tkan& byly kompletné
rozvolnény do bunék.

P#i promjvani bylo prvni centrifugovdni provddéno na horizontalni ceptrifuze pti 800 rpm -
po 5 minut, supernatant zpravidla dosti kalny, dekantovan. Na sedimentovanou tkadil nalit stejny
objem Hanksova néiraznikového roztoku, buitky promichiny pipetou a centrifugovdny po dobu

©
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5 minut pti stejném poétu obratek jako pii prvni centrifugaci. Supernatantn{ tekutina dekantovina,
na sediment nalit stejnj objem Hanksova roztoku, bufiky promichany a centrifugovény pti 800 rpm.
Treti proprin{ bylo provedeno v poloviénim objemu Hanksova roztoku a centrifugovdno 1 min. pfi
800 rpm. Timto postupnym centrifugovanim docileno pomérné velmi &isté bunééné suspense bez
pifmési krvinek a bunééné drté. Po dekantaci posledniho supernatantu buiiky resuspendoviny v me-
diu a uréeno jejich mno#stvi na 1 ml. Poditani bunék provaddéno v Biirkerové komiirce po nabarvent
trypanovou mod# 0,5% v poméru 1 dil bunéiné suspense na 2 dily barviva. Kone¢nd suspense
bunék v mediu upravena pak na hodnotu 200 000 Zivych bunék na 1 ml.

Medium, jehoz jsme uzili ke kultivaci bunék, bylo jednak &isté laktalbuminhydrolysatové
10,5% laktalbuminhydrolysit praskovany v Hanksové roztoku, 2,5% koiiského sera, antibiotika pe-
nicilin a' streptomycin po 50 j. ev. ug, pH upraveno 1,4% natriumbikarbonitem na hodnotu 7,5)
nebo medium laktalbuminhydrolysitové smichané stejnym dilem s hovézi amniovou tekutinou a 5%
kofiského sera. Toto druhé medium mélo vyhodu v lep$ich naraznikovych vlastnostech. Vyména media
provadéna zpravidla 4. den. Sesty, den po nasazeni byly buiiky rozrostlé tak, ze vytvafely souvisly
jednovrstevny epithelidlni povlak. V tuto dobu, po proplachnuti tkdni alkalickjm Hanksovym roz-
tokem pH 7,6, providéna infekce 10-1 suspensi misni v Hanksové roztoku v mnozstvi 0,1 m! na
zkumavku. (Suspense pfed tim centrifugovana 15 min. p¥i 3.000 rpm, k infekei pouZito supernatanta.)
Po 10min. inkubaci v horizontdlni poloze pii pokojové temperatufe pfiddno medium do celkového
objemu 1 ml. Inkubovano stationirné pti teploté 36,50 C. Kontrola tkani provadéna denng, uZité
zvétieni 50X a 100X. P#i ukonéeni experimentu providéna zkouska bakteriologické sterility na
krevnim agaru a bujonu. )

Jako kontroly postaveny kultury, ke kterym bylo stejnjm zpisobem pfidino 0,1 ml supernatantu
10-t suspense normalnich mysich mozki a kultury se samotnym mediem. '

Vysledky

72 hodin po infekci byly patrny prvni zmény, odli¥né od intaktnich kontrol-
nich tkdni. Ohranic¢ené skupiny bunék, obklopené norméilnimi zdravymi burikami,
nabyvaly na svém objemu, jejich povrch se stdval vyhlazeny a buiiky jakoby pro-
minovaly nad-okolni epithelialni tkafi. Po 96 hodinach bylo vidéti ostrivky bunék,
které byly ve svém priméru vétii neZ buiiky epithelidlni, zaokrouhlené s tmav§im
sttedem oddélenym od buné&éné blany uzkou svétlou zonou. Mimo tyto -velké
butiky bylo vidét buiiky malé, zaokrouhlené, s granulacemi. Oba tyto typy bunék
ztracely soudrinost s okolni neporuSenou tkani. Rozsah zmén se roz§ifoval do plo-
chy. Po 120 hodinach granulace bunék vyznaéna na etnych mistech, buiiky ztriceji
soudrZnost, v mediu. drt.

Kontrolni zkumavky v tutéz dobu bez degenerativnich zmén. Medium bakte-
riologicky sterilni. : . ‘

Zmény vyvolané cytopathogennim agens na monolayeru epithelidlni tkdné
derivované z kortexu embryonilnich vepfovych ledvin, postupuji v tomto sledu:
burika nejprve nabyva na objemu, jeji zevni struktura se postupné vyhlazuje a za-
okrouhluje. Centrum butiky tmavne, je oddéleno od bunééné blany dzkou zonou
normalni transparence, bunééna bldna je jakoby ztlu§téla. Nasleduje granulace
buiiky a jeji zmen3ovani, takZe se jevi jako maly okrouhly a tmavy dtvar s gra-
nuldrni strukturou. Poslednim stadiem je'pak kompletni desintegrace buiiky s roz- N
padem. . .
Pokusy tohoto druhu zaloZeny celkem tfikrat v riiznych éasovych intervalech
v rozmezi 4 mésicil, a to po kazdé s pfiblizné stejnym vysledkem. .

Diskuse a zavéry: V pfedchazejicim popsédn sled zmén na jednovrstevném epi-
thelidlnim bunééném povlaku vepfové embryonalni ledvinné tkané infikovaném
materialem obsahujicim vysok4 kvanta virusu vepfové obrny. (Titr pfiblizng 107!
pfi intracerebralni titraci na zvifeti.) Podle vysledki experimentem ovéfenych na
zvifeti, popsanyjch v pfedchozi praci ¢3), mame jisté podstatné opravnéni soudit
(i kdyZ experiment sim v tomto piipadé z technickych divodd nebyl moiny), ze
jde o disledek mnoZeni virusu t&§inské choroby na téchto buiikach. Netroufame si,
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i kdyZ jsme fenomen v prakticky stejné mife op&tované pozorovali, &initi-striktni
paralelu mezi nim’a cytopathogennim efektem zndmym u pfevazné vétsiny lidskych.
poliovirusit na vnimavych tkanich. Nemtzeme se viak ubranit dojmu, ze jde o fe-
nomen podobny, i kdyZ kvalitativng a kvantitativn méné vyrazny pti pfiblizné
stejnych titrech uZitého inokula. JelikoZ neni vylouceno, ze by se zmény nimi po-
zorované mohly stat zfeteln&j§imi adaptaci tohoto virusu na tkafiovych kulturach,
uéinili jsme pfipravy k dal§im plynulym pasazim na kulturach popsaného typu,
zaméfenym také k titraénimu ohodnoceni tohoto zjevu; tyto pasaze pak samoziejmé
musi byt doplnény experimentem na zviteti. - : ‘
Kvili dplnosti stoji za zminku i to, Ze jsme se pokusili popsany fenomen

inhibovat serem rekonvalescentniho zvitete. Stejné jako predchazejici, i tato &4st
préce si vyzada dalich a opétovanych'pozorovani s ptisluinym systémem kontrol.

SOUHRN

V prici popsina metodika kultivace jednovrstevného povlaku epithelidlni tkané derivované
z kortexu embryonalnich vepfovych ledvin. Pouzito v podstaté metody popsané Bodianem s malou’
modifikaci. Dobfe rozrostlé epithelislni tkang tvofict jednovrstevny povlak byly infikoviny super-
natantem 10-1 suspense mich obsahujici virus encephalomyelitis enzootica suum. Po 3 dnech inku-
bace pozoroviny na epithelidlnich buiikich degenerativni zmény celkem pomalu postupujici, jejichz
charakter je v praci-blizé rozveden a které vedly k postupnému rozruSent bunék dobfe odlisitelnému
od kontrolnich tkéni. O povaze tohoto fenomenu a dal§im pracovnim postupu se v praci diskutuje. .

BbIB O I bl

KyabTHBauus sBupyca undeKUHOHHOro 3HLedaNOMUBIHTA CBUHEH (Goneann TeieHa) B TKaHeBHX
KyJbTypax roMoJiorudeckux Tkaned II.

Ol'lPlcaHa,MeTOlIHKa KYAbTHBALlUH 3MNUTEJNHANBHBIX TKaHei NOJYYEHHBIX H3 KOPBI MOuek
CBHHbHX 3MODHOHOB. ABTODbI B OCHOBHOM [IO/Ib30BaJHCh MeTOAOM DoxuaHa ¢ HEKOTODEIMH
Monu¢uKauuaMu: DNHTe/HANbHEE TKAHH Pa3pPOCLIHE B OLHOM cJOe Gblnu HHGHUHpoBaHK 10-!
CycrmeH3HeH CMHHHOTO MO3ra, COAEePKaBLIEro BHPYC MH(EKIHOHHOro 3HIedaNOMHIINTa CBHHEH
(6osresub Temena). Ilocne TpéxaHEBHOH MHKYGALMM B SMUTE/HAJbHEIX KNETKAaX GbilH OTMe-
HeHbl MEMJIEHHO DPacnpOCTPaHsAIoNHecs JereHepaTHBHHIE H3MEHEeHHA. DTH H3MeHeHHs BeJH
K TIOCTeIICHHOMY Pa3pyIUICHHIO KJIETOK XOPOUIO OTJHYHOMY OT KOHTPOMbHEIX TKaHeil. Ilupokxo
omucan xapakrep usMeHenui. O6cyxnens npouecc paGoTel H XapaKTep 3TOro LIHTOJIOTHUECKOTO
SIBJIEHHS. : o

'

SUMMARY

Cultivation of the Encephalomyelitisi enzootica suum Virus in Tissue Culture of Homologous
Tissue II. :

-

A technic of cultivation of epithelial tissues derived from the cortex of embryonic "porcine
kidneys is described ‘in this report. Fundamentally with slight modifications the methdd devised by
Bodian was employed. Epithelial tissues growing in one layer were infected with a 10-1 suspension
of spinal cord containing the encephalomyelitis enzootica suum virus, After three days of incubation
slowly progressing degenerative changes were observed in the epithelial cells. These changes lead
to gradual desintegration of the cells unequivocally distinguishable from control tissues. An extensive
description of the nature of the changes is given in this article. The further procedures and the
nature of this phenomenon are discussed. '
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Mikrobiol. oddéleni OHES v ‘Havlickové Brodg, Veterinarni sttedisko v Cé;layi

CORYNEBACTERIUM PYOG'ENE'S BO\?/,IS___—'—
SROVNANI KMENU ZVIRECIHO PUOVODU
S LIDSKYMI VARIANTAMI

JOSEF DUBEN, MILOSLAV NEUBAUER a ZDENEK DUBEN _

Podnétem k na$i praci o Corynebacterium pyogenes,: které jsme pfi .vy-
§etfovani pathologického materislu ze zvifat velmi &asto zjisfovali, byla’ studie
Patotkova o lidskych variantich tohoto druhu. V dostupné literatute nebyla pyo-
genni korynebakteria zvifectho pivodu detailné studovana, zejména po strarce
toxicity. U knment nami isolovanych jsme si proto, provéfili jednak znamé udaje,
jednak jsme se pokusili rozfedit problém toxicity, ktery tak podrobné prostudoval
Patotka u svych lidskjch variant. ' Co

, K pokusim jsme pouZili 32 kmend Corynebacterium pyogenes, které Jjsme
béhem pil roku isolovali z' riiznych zvifat. Ziskané kmeny jsme ‘identifikovali
morfologicky, biochemicky a pokusem na zvifeti. Pti isolaci toxint. a jejich bliz-
§im uréeni pfidrZeli jsme se metodiky uvedené v Patokové praci (1), aby bylo
umoznéno piesnéj§i porovnini mezi kmeny pivodu lidského a zvifeciho. .
N i 1
] MORFOLOGIE
Morfologicky se korynebacteria z primokultury jevila jako polymorfni nepohyblivé previzné
G + kratké ai stfedné dlouhé, vétsinou §tihlé ty¢inky. Rozdily ‘jsme nachédzeli i v sile ty&inek.
V subkulturich ztricely &asto gram positivitu a vyristaly mnohdy v kritkych ty¢inkich a% koko-
bacildrnich kapkovitych titvarech. Vyskyt metachromatickych granul byl vyjime¢ny, Plasma se ani-
linovymi barvivy barvila vét§inou homogenné, ve starsich kulturich nepravidelng: C
Kmeny vyrostlé na krevnim agaru s berani krvi za podminek mikroaerofilnich az anaerobnich
jsou népadné podobné koloniim C: diphtheriae typu mitis. Jednotlivé dosahuji za 48 a% 72 hodin
primérné velikosti 1—1,5 mm. Jsou mazlavé konsistence. Za 24 hodin pii ajerobni'kultivaci; jsou
‘zprvu bodovité a pfipominaji streptokokové »minute« kolonie. Vidy je obklopuje dosti §iroka zona
uplné beta hemolysy. : ' R '

Biologické vlastnosti S )

Na hloubkovjch agarech podle Veillona se nim potvrdila vyrazna mikroaerofilie. Hemolysa
na krevnich agarech byla jasn&j§i a vétsi za mikroaerofilnich, a zejména’ za anaerobnich podminek.
VSechny kmeny byly v primokultufe i v dalsich pasiZich z¥etelns serofilni. Tuto vlastnost podle
nafich zkuSenosti nemiifeme povaZovat za obligatni, ponévads jsme u viech kmend docilili ristu
na neobohaceném 2% agaru, i kdy# tento rast byl malo patrny. V jatrovém bujonu se ‘serem rostly
vSechny kmeny v zrnitém sedimentu, né&kdy s prechodnym zikalem. Na telluritové pidé vyrostlo
slabé do 9 dni jen 7 ze 32 kmend. Zelatina bez jater byla zkapalitovdna pfi 370 C'vétsinou 'do
dvou dni. Na koagulovaném seru-jsme pozorovali vyrazné zkapalnéni povrchu u#’ do 24 hodin.
Lakmusové mléko bez jater bylo okyseleno vétsinou za 24 hodiny s naslednou koagulaci, retrakei
a koneénou digesci. Ostatni biologické vlastnosti vyplyvaji z tabulky 1. Viechny tekuté pidy byly
po inokulaci pfevrstveny parafinovym olejem. - o ) S !

Vechny kmeny, jejichz citlivost na antibiotika byla stanovena standardni plotnovou metodou,
byly enormné vnimavé na penicilin a velmi dobte na streptomycin. Co S 5

EXPERIMENTALNI PATHOGENITA

Pathogenita nékolika vybrangch kment je zachycena na tabulce 2. Pouzité kultury byly pés.to-
viny v bujonu se serem za aerobnich podminek po 48 hodin. o '
169
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Tabulka 2. Experimeﬁté.lni pathogenita Cor. pyogenes bovis.

Klinicky
prubsh

EE

N

Pitevni -
ndlez

Zpét. kult.

2
k|

progresivni
kachexie
vzestup.
paresy

64

Degenerace
jater

Mors toxica

tumorosni
zdu¥eni obou
karpélnich
kloubu

21
usmreen

Abcesy v obou
karpdlnich
kloubech, ko-
munikujicf

8 dutinow
kloub.

Arthritis .
metastatica

progres.

kachexie
vzestup.
paresy

[
®

Degenerace

jater

Mors toxica

progres.

1 kachexie

vzestup.
paresy

Degenerace
jater

Mors toxica

progres.
kachexie
vzestup.
paresy

Degenerace
jater

Mors toxica

kiede, para-
lysy zadnich
konéetin

Hyperemie
jater o slezi-
ny, colitis

Sepsis

paresy
zadnich
kondéetin

Hyperemie
jater a slezi-

| ny, colitis,

hnisavé
peritonitis

Peritonitis
purulenta
diffusa

o
g

kiete, para-
lysy zadnich
kongetin

Hyperemie
jater a slezi-
ny, colitis

Sepsis

s
o

nihil

L
o

nihil .

o

nihil

nihil

nihil

nihil

nihil

nihil

nihil

njhil

nihil

nihil

I il e B e e e

Pred smrti
tfes a pie-
chod. zndm.
ochrnuti

=| 31 usmreeny | 31 usmrcena

Degenerace
jater .

Mors toxica |

e
o

Paresy
zadnich
kongéetin

Hyperemie
jater a slezi-
ny, colitis,
hnisavéd
peritonitis

Peritonitis
purulenta

diffusa

z pokus. krél. &. 2

nihil

nihil
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Tabulka 3. Koncentrace a purifikace hemolysinu.

Kmen 1121

1:16 384

Bujon zbaveny bakt.

Bujon po rozbiti
mikrobu
(—15%+37%) 8 x

Bujon"zbyly po sré-
seni (NH,),SO,

Surovy koncentrit
(ve fys. roztoku)

Purifikkdt po dialyse » LIRS i 4| i

i m

TOXINY

Pro identifikaci toxinéi inkubovali jsme kmeny v 10% serovém bujonu. Inkubaéni doba
72 hodin se nim osvédéila jako optimilni. K uvolnéni vét§tho mnoZstvi toxinii rozbitim bakteri-
dlnich t€l jsme pouzili metody stfidavého zmrazovani pti —150 C a rozmraovani kultur. Titrace
hemolysinu byla provddéna v dvojnisobnjch fedénich. Po piidani stejného dilu 1% suspense
gervenych krvinek jsme inkubovali-1 hodinu ve vodni lizni pti 370 C a 1 hodinu pti pokojové
teploté. Jako koneény titr jsme hodnotili zkumavku s 50% hemolysou. V prvni ¢édsti pokusi jsme
soub&zné vyzkouSeli rizné druhy krvinek. Jako nejvhodnéjsi se ukazaly kofiské, dale krali¢i, lidské
a nakonec berani. V dal3ich titracich jsme uzivali vyhradn& krvinek kotiskych. Dekantat zbaveny °
bakterii centrifugaci, jehoz sterilitu jsme si ovéfili, byl zkousen na ptitomnost rozpustného hemo-
lysinu. Titraci jsme si ov&fili, Ze hemolysin ma charakter exotoxinu. i

VétSina nafich kmend na rozdil od Lovella (2) méla titr kolem 1:64, ackoli
v naSem nejzdafilej§im pokusu jsme zjistili titr 1:512. Proto jsme se pokusili
o uvolnéni vétiiho kvanta toxinu rozbitim bakterialnich té&l. Co

Pfi rozmraZovini se pouiilo teploty 370 C. Centrifugst jsme srazeli nasycenym roztokem
amonium sulfstu aa a sediment, rozpudtény v malém mnozstvi fysiologického roztoku, jsme
purifikovali dialysou pfes celofsn, a &istotu preparitu jsme kontrolovali baryum chloridem. Hod-
noty titraci jsou uvedeny v tabulce 3.

V dalsi ¢asti prace jsme se pokusili o zji§téni povahy hemolysinu.

Zahfatim na 560 C po 5 minut byl hemolysin prakticky tplné znigen. P¥idanim. cholesterolu,
cysteinu a peroxydu vodiku jsme ovliviiovali jednak tvorbu hemolysinu na krevnich agarech, jednak
hemolytickou aktivitu &istého toxinu. Soubéinou kultivaci s kvasinkovym extraktem jsme zjiffovali
jeho vliv na zvjleni hemolytického titru. Cisty toxin byl v kontaktu se substancemi 15 minut
pti +490 C. Vysledky pokust jsou uvedeny v tabulkach 4. a 5.

Opakovanou titraci jsme sledovali klesani fitru koncentrovaného hemoly-
sinu uloZeného p¥i +4° C. Tabulka 6. :

S aglutinaénim fenomenem p#i titracich jsme se setkavali jen vyjimeéné a ne-
pravidelné.

Vychazejice z pfedpokladu Lovellova (3), #e hemolysin je patrné identicky
s letdlnim toxinem, vstfikovali jsme nitroziln& 5 ml dekantatu nerozbité bujonové
kultury s titrem 1:512 asi 1,5 kg t&kému kraliku. Kromé& ptechodného zvy$eni
teploty do ti{ hodin po injekei nepozorovali jsme jinych zmén ani po delsi dobé.
V téchto opakovanych pokusech jsme dosli k zavéru, ze produkece letdlniho to-
xinu nestoupd paralelné s predukei hemolysinu, jak tvrdi Lovell (3). Hemolysin
neni patrné. totoZny s letilni slozkou, kters nema charakter exotoxinu. Zpisob

172

Approved For Release 2008/04/15 : CIA-RDP80T00246A002800280004-7



‘Approved For Release 2008/04/15 : CIA-RDP80T00246A002800280004-7

<

Tabulka 4. Ovlivnéni tvorby hemolysinu na krevnim agaru.

Kultivace

v hloub. + 5%, + 5%00 + 5%go cholester.
.| za 24 hod. l za 6 dni

+ + + - - it
+ TR (+) 4+
" _ :

aerob.‘. anaerob. krev. ag. | kvas. ext. | cystein

[}

"

..H._

23

" 39

148

149

© 164

156

162 u ) : +

167 s (+)

" 169 - (+)

170 o 48 + +

178 a : I a

" . [ n

uhynuti nékterych zvifat pfi zkouskach pathogenity nds naopak piesvédéoval
o existenci toxické latky charakteru endotoxinu. K uvolnéni vétsich kvant této
predpokladané letalni sloZky jsme pouZili k intensivnéj3i desintegraci bakterialnich
tél rozmrazovani pii 56° C. Koncentraci a purifikaci jsme provadéli vyse uve-
denym zpisobem. Titraéni hodnoty hemolysinu byly nulové.

Dikaz existence letdlniho toxinu jsme provedli pokusem na kralicich, ktery
je zachycen na tabulce 7. '

Na rozdil od hemolysinu, ktery byl zahfatim Gplné zniden, ukdzala se letdlné
toxicka slozka relativné thermostabilni, ¢imz jsme dokazali zdsadni odli§nost
obou komponent. -

DISKUSE

Ve srovnani s Patotkovym popisem se nidm zdaji po strance morfologické
naSe kmeny shodné s lidskymi variantami aZ na to, %e se nam zvifeci koryne-
bakteria zdaji vcelku subtilné&jsi. Kultivaéné se pfevaznou 'vét§inou velmi podobaji
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Tabulke 5. Ovlivnéni aktivity koncentrovaného hemolysinu.

. 1121 ) . 1047 T8 170
L e EEREEEE
' Purifikat hemolysinu 1:256 1:512 1: ]728‘ - 1:256 1:512
- -+ cholesterol 5%, 1:128 1:256 Al : 64 1:128 1:256 —
+ cystein 5%, 1:128 | 1:256 | 1:64 | 1:128 1:128 | 1:256
+ H,0, 1% 1:128 | 1:256 | 1:64 1:128 | 1:256 —
> Soubé&zng kultivovéno: ’ -
+ kvas. extr. 5% 1:256 | 1:512 | 1:128 - 1:256 | 1:512 '

C. diphtheriae typu mitis. Na rozdil od lidskych variant, které se vétsinou spise
podobaijf pfechodu mezi typem gravis a intermedius a vykazuji z pocitku alfa
hemolysu mély viechny naSe kmeny dobie vyznadenou zonu Gplné beta hemolysy,
a to i za aerobnich podminek uz béhem 24 hodin.

Charakteristickou vlastnosti nagich kmend byla vyraznd mikroaerofilie. Na
rozd;l cd lidskych variant, které jsou v prvmch pasazich pfisné serofilni, nezda
se nam byt serofilie zvifecich kmend tak vyrazna. Na telluritovych piadach je-
vily lidské varianty po 5 dnech vétiinou sotva viditelny rist, zatim co z nasich
32 kment jen 7 uk4zalo slaby riist do 9 dnd za mikroaerofilnich podminek. Ristem
v bujonu se kmeny nelisily. Celkové kmeny Zivoéisného pivodu vykazovaly pro-
nikavéj$i proteolytické vlastnosti. Dokazuje to rychlé zkapalnéni Zelatiny bez
jater, které probéhlo vétSinou tplné do 2 dné pti 37° C a &asteéné ztekuceni koa-
gulovaného sera uz do 24 hodin. Atypick4d korynebakteria naproti tomu zkapal-
fiovala Zelatinu do 10 dnu, zatim co Loefflerovo serum vibec neatakovala. V lak-
musovém mléce dochizelo k okyseleni za 1—2 dny, ke koagulaci primérné za
2—3 dny's naslednou retrakei a digescikoagula. Lidské varianty mléko pouze
okyselovaly a koagulovaly béhem 10 dna.

Ve svych sacharolytickjch vlastnostech byly zvifeci kmeny daleko aktivnéjsi
ne? lidské. Vedle glukosy, laktosy a maltosy zkvaSovaly naSe kmeny pravidelné

Tabulka 6. Kleséni titru konc. hemolysinu stanim pii + 4° C.

. . <%
Purifikovany ) © o x
.. [ ~H [~ u — <
. hemolysin ] + ® — ™ © — & ™) -
¢. 170 — - — — -t - - - - ~ |
; [T R TE T I VTR INTYTRNN ITIVIN RTTY [TITR R TITIN T _
Po dialyse i T T i T T ] T T
B ; Lz} nn ni ni un ant ey — —
za 3 dny i il T 0y i T i 1
5 il s [TITI VIV B TITI T _ — —
z& 5 dnf 1M i T i1y i T H#
. i i nu i T _
za 12 dnf ar o fodm | om | ommo | ofw | A - - - .
. i 1 T 1 _ .
za 21 dni | i | oW |oan | - - -
; T T T _ o
za 28 dni o i i 4 - — — -
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Tabulks 7. Experimentélni prikaz letélniho endotoxinu. -

Histo-
logicky
nélez

Teplota °C

zal | za 3 prubéh nélez

norm. hod, | hod.

cem toxi-
nua i v. |

:5 Klinicky Pitevni
8
N

Pohlavi

s 8
K-

1121 40 30,5 | 39,2 | 10

Mors
toxica

+0O

Mors

1047 38,9 | 39,2 | 10 toxica

Mors

1121 39 39,7 | 40,6 | 12 toxica

b. p. n.

a myokardu

Mors
toxica

3 1047 39,8 | 39,6 | 40,7 | 10

Toxické po¥kozeni jater

Degenerace jater 2 myokardu,
nadledvinky a ostatni orgdny

Mors
toxica

Po inkubaéni dob& nékolika dni
netednost, snizené pohyblivost,
nechutenstvi, progresivni kachexie,
vzestupné paresy s terminél. para-
lysami,té2ké dychdni, salivace,
smrt

5|9 1041 | 1,5 | 40,2 | 39 39,3 | 11

také tkrob a dextrin. Ve shodé s Merchantsem (4) a na rozdil od Lovella (2) mély
nase kmeny vidy MRT negativni. Rovnéz KNOs na rozdil od Topleye a Wil-
sona (5) bylo vidy negativni. )

Vsichni autofi se shoduji v tom, Ze nejcitlivéjiim zvifetem je kralik. Merchants
(4) uvadi dale morée a my§, Lovell (2) my$ a méné krysu, kdezto morée jako ne-
vnimavé. Ward (6) povazuje morée a my§ za malo vnimavé, krysu za nevnima-
vou. V qa§ich pokusech byl nejvnimavéj§i k &erstvé isolovanym kmentm kralik,
méné bils mys, a morde a krysa byly resistentni. Patockovy varianty byly patho-
genni pro kralika i morce.

P¥i srovnavani vlastnosti hemolysint pyogennich korynebakterii a atypickych
variant vidime, e jsou si podobngé v tom, Ze oba patii k pravym exotoxiniim, Jsou
thermolabilni a lze je irreversibilng zrusit uz zahfatim na 56° C po 5 minut. Oproti
Hewittovu sdéleni (7), Ze hemolytickad aktivita zvifecich kmenti neni cysteinem
dotéena, zjistili jsme v nasich pokusech s purifikovanym hemolysinem podobné
snizeni jako u kmenti Patotkovych. K stejnému efektu doslo vlivem cholesterolu
a peroxydu vodiku. Pfiddnim zminénych substanci do pevnych pad vyvolali jsme
cysteinem trvalé potladeni tvorby hemolysinu u vétSiny kmenii, cholesterolem z po-
¢atku potlageni hemolysy rézného stupné. Po nékolika dnech- se hemolysa na
téchto pudach vyrovnala intensitou kontrolnim plotndm. Zda se nim, ze kyslik
ovlivnil hemolysu méng, nez vysvitd z daji Patotkovych. Kvasinkovy extrakt,
kterj obsahem ribonukleinovych kyselin podporuje tvorbu § streptolysinu, se
ukazal bez acinku. Na rozdil od lidskych variant, které pasobily nejlépe na kralici
‘krvinky, dale pak na lidské a koiiské, a¢inkoval na§ hemolysin nejvice na koriské,
krali¢i, lidské a berani. '

Pokud mozno shrnout poznatky z provedenych pokust, je hemolysin Coryne-
bacterium pyogenes bovis thermolabilnim exotoxinem, pravdépodobné proteinové
povahy. Je velmi podobnj hemolysinu lidskych variant s tim rozdilem, Ze je pro-
dukovan v daleko vétsich kvantech, e stinim jeho titr rychle klesi a Ze se zda
odolngjsim vidi Oa. . o

‘Zkousky thermoresistence na isolovany toxicky systém prokézaly, Ze hemo-
lysin neni totozny s letilnim toxinem, jak pfedpoklddd Lovell (3). Neprokazali
jsme opakované paralelni vzrst hodnot hemolysinu a letalniho toxinu. Kroms
toho se ukazal hemolysin jako netoxicky ve smyslu tginku letalniho toxinu podle
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~ Lovella (2). V normélni bujonové kultute jsme opakované existenci letilniho exo-
toxinu vibec neprokazali. Dostateénd kvanta toxické latky jsme ziskali teprve
rozbitim bakteridlnich t&] s nislednou koncentraci a purifikaci. I. v. aplikace
takto pfipraveného toxinu usmrtila kraliky primérné do 10 dni. Po inkubaéni
dobé nékolika dni objevila se u zvifat nete¢nost, nechutenstvi a za pfiznakd vze:
stupnych pares s termindlnimi paralysami a tézké kachexie zvitata hynula. Pfi
™ pitvé vedle ndpadné lomivjch jater a ochablého srdeéniho svalu byly nadledvinky
a ostatni organy beze zmén. Histologicky byly prokaziny v jatrech a myokardu
znamky toxického poskozeni. ' -
Ponévadi toxicka litka pisobi po zfetelné inkubaé¢ni dobé, uvoliuje se aZ
po rozpadu bakterii; pisobi pomalu ve velké smrtici davce a ponévadz je relativng
thermostabilni, povazujeme ji za letalni endotoxin. Udaje Lovellovy (2) o uhynuti
zvifat v nékolika minutach po aplikaci pfedpokladaného toxinu nezdaji se ndm
spravné hodnoceny a domnivime se, 7e jde o 3okové prcjevy. Svymi pokusy jsme
prokézali na rozdil od Lovella (3), Ze hemolyticky exotoxin a letdlni endotoxin
jsou dvé odlisné slozky a Ze jejich mno#stvi v jedné kultufe C. pyogenes nemusi
vzristat paralelné, coz z4visi vyhradné na toxicité kmene. Porovname-li viastriosti
naSeho endotoxinu s Pato¢kovym, zji§tujeme rozdil nejen ve velikosti smrtici davky
a v dobé& aéinku poddvaného toxinu, nybrz i v nasledcich objevujicich se na orga-
nech. Proti nafemu preparatu pisobil Patotkiv toxin po i. v. aplikaci 0,5 cem.
smrt kralika do 24 hodin. P#i pitvé upozoriiuje Patotka na mirné zvétsené nadled-
vinky, coZ jsme my nezjistili. Vidéli jsme naopak poskozeni jater a myokardu, coz
Patocka u svych zvifat nepozoroval. Tyto zmény jsme nenachézeli u mysi inokulo-
vanych Zivou kulturou v téch ptipadech, kde fatalni pritbeh byl velmi rychly.

Po zhodnoceni viech uvedengch vlastnosti pyogennich korynebakterii zvife-
ciho a lidského pvodu zdaji se pfes uvedené vzajemné rozdily ve svych zgkladnich
vlastnostech podobné. Tyto nilezy zdaji se podporovat Pato¢kovu domnénku
0 mozném vyvoji lidskych variant ze zvitecich kmend pienosem a adaptaci na
¢lovéka. - '

SOUHRN

Autofi studovali morfologii, kultivaci, biologii, pathogenitu a toxicitu 32 kmenii Co. pyogenes.
bovis, isolovanych z rizného pathologického materidlu ze zvifat. Srovndvaji je s lidskymi variantami
studovanymi- Patockou. ) . .

Na rozdil od Pato¢ky maji viechny kmeny vyraznou beta hemolysu i za aerobnich podminek.
Jsou méné serofilni, siln&ji proteolytické jak na Zelating, tak na koagulovaném seru. Lakmusové
mléko okyseluji a koaguluji rychleji s naslednou retrakef a peptonisaci koagula. Uhlohydraty atakuji
intensivnéji; zkva§uji pravideln& glukosu, laktosu, maltosu, skrob a dextrin. Indol, H,S, acetylmethyl-
karbinol, urea, KNOz a MRT jsou vidy negativni. Vsechny kmeny jsou enormné citlivé na penicilin.
a velmi dobfe na streptomycin, ‘ - ‘

Nejvnimavéj§im zvifetem k infekei je kraltk a méné bils mys. Krysa a morée jsou nevnimavé.

Hemolyticky i letalni toxicky princip byl uvolnén ve velkych kvantech rozbitim bakterii sti--
davym zmraZenim a rozmrazenim. Koncentrace provedena amonium sulfstem a purifikace dialysou’

Hemolysin je thermolabilnim exotoxinem. Nejvyssi dosazeny titr byl 1:8192. Teplota 560 C'
jej irréversibilng ni¢i za 5 minut. Podoba se Patotkovu hemolysinu, ale je produkovin ve vétsim.
mnoZstvi. Vaéi kysliku je resistentnéj§i a stinfm v lednici jeho titr rychle klesd. Nem4 vlastnosti
letdlniho toxinu. . )

Letdlni slozka je relativné thermostabilnim endotoxinem. I. v. aplikace 5 ml usmrcuje kr4lika.
za 10 dnd za ptiznakd progresivni kachexie a vzestupnych pares s terminalni paralysou. Pt pitvé
vidime degeneraci jater a myokardu a histologicky zji§tujeme toxické poskozeni téchto orginid. Na.
rozdil od Patotkova toxinu pilisobi pozvolnéji, ve vétsich davkach a odli§uje se Gid¢inkem.

Corynebacterium pyogenes bovis se ¢asteéné lisi od atypickych variant isolovanych Patotkou
z lidského materialu. :
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PE3IOME:

.. "Corynebacterium pyogenes bovis — CpaBHeHHe WITAMMOB NPOMCXOASIMX OT JKHBOTHBIX
C BapMaHTaMH OT ueJioBeKa

ABTOpHI H3yyanH MOPGOJOTHIO, KyJbTHBALHMIO, GHOJIOTHIO, MAaTOTEHHOCTb H TOKCHYHOCTh
32 wrammoB Co. pyogenes bovis, H30JIHPOBaHHBIX H3 Pa3HOrO IAaTOJNOTHYECKOTO MarepHalia OT
KHBOTHEIX, OHH CPaBHMBAIOT HX C BapHaHTAMM BbIAENEHHBIMH H3 YeJOBeKa, M3yYaeMbIMH
[MTaTouka.

-B orsuure or mwraMmos Ilatouka sTu WITaMMBl HMEIOT CHJBHBIA GeTa reMosu3 Jaxe NpPH
a3po6ubIX ycaoBHAX. OHH B MeHblell CTeNCHH cepogHabHLEIE, Gojee MPOTEOJHTHUECKHE KaK Ha
HIATHHE TaK H Ha KOAryJHPOBaHHON ChiBOPOTKe, OHH OKHCJSIOT JAaKMYCHOE MOJIOKO H KOary-
JIMPYIOT GhICTPee, ¢ HOCJeROBATENbHOH peTpakuueil M nenToHusaluyel Koarysaa. YIJOBOIbl OHH
aTTaKyloT 6oJiee MHTEH3HBHO; CNIPaXKUBAIOT PETYJNSPHO IYKO3Y, JAKTO3y, MalbTo3y, KpaxMaJs H
LeKCTPHH. Wupon, H,S, AueruaMeTHakapOunos, MoueBuHa, KNOs u MRT Bceraa HerarHBHBHI
Bce mTaMMB! B BBHICLIEH CTENMEHH YYBCTBHTENbHB! K NEHHUH/JIHHY H O4eHb XOpPOUIO K CTPenTo-
MHIHHY. ,

CaMbiM BOC]’IpHHM‘IH!BblM JKHBOTHLIM K HHQEKUHH SBJSeTCH KpPOJHK, MeHee — Oejsas
Mbillib. Kpbica  MOpcKasi CBHHKA HEBOCTIPHHMUMBHI.

FeMonuTruecKuil 1 NeTaNbHBIi TOKCHYECKHIT NIPHHUMD 0CBOOOMAACA B " BeJMKHX KOJIH-
yecTBax PasGHTHEM GaKTepHil uepefOBAHHEM 3aMODAXKHBAHHS C PasMOPaKHBaHWeM. KoHleH-
Tpauusi 6bl12 NpOBedeHa aMMOHHYM cy/nbdaToM a NypudHKauusa — JHaJH30M.

eMOJIH3HH ABASETCH TEPMOCTAGUBHEIM 3KCOTOKCHHOM. CaMblil BHICOKHE THTP Gbla 1:8192,
Temneparypa 56° C ero Heo6paTdMO YHHYTOMKAET 4Yepe3 MSATh MHHYT. DTOT TEMOJH3HH IMOXO0X
Ha reMonusun IlaToyka, HO OH mpomyuupyerca B GosblieM KonuuectBe., O sBnserca Goiee
YCTOHUHBHIM K KHCJOPOAY H €ro THTP GBICTPO MOHHMKAETCs INoMelleHHeM B XonojHuKe. OH He
HMEEeT CBOIHCTB JIETaJbHOTO TOKCHHA.

JleranbHast COCTaBHAsl YacThb ABJAETCS OTHOCHTEJLHO TEPMOCTAGHJBHBIM 3HIOTOKCHHOM.
I. v. aniukanua 5 Mr ymMepuBasier Kposinka uepe3 10 cyTOK ¢ nMpH3HAaKaMH NMPOrpecCHBHOH Ka-
X€KCHH M TOBBILIAIOIUXCSA fapec ¢ TePMHHaNbHBIM NapananyeM. I1pu BCKpHITHH Mbl/HaGniofaeM
llereHepauHio NeYeHH H MHOKapAa a FHCTOJIOTHYeCKH OOHAPYXHBaeM TOKCHYECKOe NMOBpEXAEHHE
3THX opraHoB. B cpasnenun c¢ TokcuHoMm IlaTouka, 3TOT 3HAOTOKCHH .zxeﬁc-rayer MeJsIeHHee,
B OOMbIINX J03axX H OTyiHyaeTcs 3¢ hexToM.

Corynebacterium pyogenes bovis OTYacTH OTJIHHaeTCsi OT ATHIHYECKHX BapPHAHTOB H30JIH-
poBannbix ITaTouka H3 MaTepHasa OT yenoBeKa.

SUMMARY

Corynebactenum pyogenes bovxs — A Comparison of -the Strains of Animal Origin w1th Human
Variants

The authors have studied the morphology, cultivation, biology, pathogenity, and toxicity of
32 strains of Corynebacterium pyogenes bovis, having been isolated from various pathologic material
from animals, and they compare them with variants investigated by Patocka.

All strains — what makes the difference from those studied by Patotka — display pronounced
betta haemolysis also under aerobic conditions. They are less serophilic, more proteolytic in gellatine
as well as in coagulated serum. They acidified and coagulated the litmus milk more rapidly with
a following retraction and peptonization of the coagulum. They attack the carbohydrates more inten-
sively. The glucose is regularly fermented by them as well as lactose, maltose, starch, and dextrin.
Indol, HsS, acetylmethylcarbinol, urea, KNOs;, and MRT are always negative. All strains are
extremely sensitive to penicillin and very good for streptomycin.

The animals most .sensitive to the infection are the rabbit, and a little less the whlte mouse.
The rat and the guinea pig are insensitive. -

. The haemolytic and letal toxic factor has been set free in big quantities by disrupting of
Bacteria by repeated freezing and thawing. The factor was concentrated by means of ammonium
sulphate, and purified by dialysis.

The haemolysin is a thermolabile exotoxin. The h1ghest titre attained was 1:8192. It is
destroyed at 560 C in 5 minutes. It resembles to Patotka's haemolysin, but is produced in higher
quantities. It is more resistent to oxygen and after keeping in icebox its titre falls down rapidly.
It does not possess the properties of a lethal toxin. -
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The lethal component is a' relatively thermostable endotoxin. I. v. application of 5 ml kills
a rabbit in 10 days with symptoms of a progressive and ascendent paresis with a terminal paralysis.
When examining post mortem we observe degenerative changes in liver and myocardium, and histo-
logically we find a toxic injury of those organs. Differently from Patocka's toxin, its activity is
more protracted, it acts in greater amounts, and the result of its action is different.
The Corynebacterium pyogenes bovis differs partly from the atypic variations isolated by
"~Patotka from human materials.

N LITERATURA
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*

Vysledky absorbcie komplementfixagnjch protildtok so 4 kmefimi C. burneti.

V 1. é&isle tohto roénika nasho &asopisu nedopatrenim vypadol z prace Brezina,
. Taborskd, D.: Antigénne vlastnosti kmeifiov C. burneti izolovanych na Slovensku, na str.
graf 1, ktory uverejfiujeme. ’ o

~
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Cs. epidemiologie,
mikrobiologie, imunologie
VI - 3 - 1957

Ustav epidemiologie a mikrobiologie, Praha, feditel prof. Dr K. Ragka

MIKROTECHNIKA PRO RYCHLE ZJISTOVANI
REDUKCE NITRATU

JOSEF MOTTL |

Zjistovani redukce nitratd zavedl na zakladg svych pozorovani do laboratorni
praxe Maassen (1) uZ roku 1902. Od té doby je literatura plna protlchudnych na-
lezit zavinénych vét§inou nespravné a neuplne provadénymi testy.

Reakce probiha podle schematu:

N

NO’y > NO’y — NH20H<
- NH,

Podle uvedeného schematu probiha tedy redukce nitratd pres nitrity aZ na
hydroxylamin a eventuilné dale aZ na dustk nebo amoniak. Proto v testu nestaéi jen
zji§fovani radikdlu -NO’z, nebot reakce uz mize byt ve stadiu redukci vzniklého
hydroxylaniinu, jehoz produkce je pro bakteridlni redukci nitritt charakteristicka
[Blom (2), Lindsey a Rhines (3)]. Potom viak, pfestoZe nitraty byly zredukovéany,
nitrity nedokaZeme a vysledky oznafime nesprivné negativnimi. Proto je nutno
v nepfitomnosti nitriti se vidy je§té pfesvéd¢it o nitratech, nejlépe podle doporudeni
ZoBella (1) redukéni metodou se zinkem, a teprve v pfitomnosti nitrati mazeme
oznactit kulturu za NO’s — negativni. Rychlost pribéhu jednotlivjch fazi celé re-
akce neni vidy ste]na a z4lezi pfedeviim na délce inkubaéni doby a aktivité vyietfo-
vaného kmene. Inklibaéni doba u makrotechnického usporadam testu je 4— 5 dni.

Ucelem této prace bylo vypracovani mikrotechniky pro zji§fovani redukce NO’s
v dobé co nejkratsi a s potfebou minimalniho inokula. '

METODIKA

Pfi vypracovavani mikrotechniky jsme vysli z dfivéjsich zku$enostf a snazili jsme se techniku pro
zjifovani redukce NO’3 zaloZit na stejném principu jako pfedchozi mikrometody pro zji§fovani oxy-
dativnf desaminace tryptofanu v diagnostice skupiny Proteus-Providencia ( Mottl, Schuh) (4) a tvorby
indolu (Mottl) (5).

Medium: Byly zkouSeny 2 pudy Jednak obyéejny masopeptonovy bu]on s obsahem 0,1%
KNOj, tak jak se béin& uziva v makrotestu, jednak pufrovany fysiologicky roztok s timtéz obsahem
dusiénanu.

Béhem zkouSek viak druhé medium uk4zalo uréité vyhody. Pfedeviim intensita barevné reakce

- byla mnohem siln&j§i v bezbarvém a &irém syntetickém substratu nez v zabarveném bujonu. Kroms
toho se cervena barva vyvijela zieteln& rychleji, zvlast¢ pfi redukei zinkem, kde byl rozdil az 10 mi-
nut. Nejzdvainéj§im divodem k vyloudeni bujonu viak,byla moznost nespecificky positivnich vy-
sledkd, které jsme pozorovali nékdy u neotkovangch kontrol nebo negativnich kmend (streptokoki).
Tyto nespecifické vysledky je moino vysvétlit stopami nitriti v peptonu (Logie) (6) a masové infusi
(Jordan a Burrows) (7), z nichz je bujon pfipravovin. Moznost kontaminace synthetického media
nitrity nehrozi, pouzijeme-li chemikalii analytické &istoty.

Slozeni pudy a pfiprava: Na,HPOy4 0,1 g, KHyPO4 0,1 g, fysiologicky roztok 100 ml. Po roz-
putén{ upravit pH na 7,2—7,3, povafit v proudici pafe 30 minut, sfiltrovat pres paplr ptidat 0,1 g
KNOj3 a po rozpusténi vysterilisovat 30 min. zahfatim v pafe pod tlakem.

Roztok vydrzi v lednici asi 14 dni.

Detekénfsystém: V soudasné dobé se ne]caste]l uzivd k detekei nitritd Griessovy me-
thody, tak jak ji navrhl a do mikrobiologie zavedl Conn a spol. (8) s a-naftylaminem a kys. sulfa-
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nilovou (p-aminobenzensulfonovou) nebo methody uZivajici ‘dimethyl-a-naftylaminu, jak ji dopo-
rudil Wallace a Neave (9). Toto druhé ¢inidlo jsme viak nemohli vyzkouset, nebot se nam nepodatilo
opatfit dimethyl-a-naftylamin, ktery se u nds béZné nevyrabi.

Pfiprava €¢inidla: 0,8 g kys. sulfanilové rozpustime ve 100 ml zfedéné kys. octové
(5n- CH;COOH) a 0,5 g a-naftylaminu rovnéz ve 100 ml 5n-kys. octové.

Je-li po rozpusténi roztok @-naftylaminu fialové zabarven, postupujeme p¥i p¥ipravé nisledovné:
0,5 g substance rozpustime ve zkumavce s 20 ml vrouci dest. vody a bezbarvy roztok a-naftylaminu
odpipetujenie od &ervenofialového zbytku, ktery ulpiva v podobe olejovité kapky na dné zkumavky.
Odpipetovany roztok ziedime 100 ml 5n-kys. octové. Oba roztoky (kys. sulfanilové a @-naftylaminu)
uchovavime v dobfe tésnicich lahvi¢kdch z hnédého skla.

Reakce s kys. sulfanilovou ( p-aminobenzensulfonovou) a a—naftylammovym éinidlem (a-naftyl-
aminacetit) je velmi citlivi a v pfitomnosti aniontu NO’; vznik4 &erveni barva tvorbou p—sulfo-
benzenazo-a-naftylaminu:

SOsH - CH, . NH; + HNOa + CyoH, - NH, — SO,,H . CGH4 .N:N -'_CmH6 . NH, + 2H,0
Pti negativni reakei byl zjisfovan aniont NO'3 v substratu pomoci redukce praskovym zinkem.
Pracovni postup: K provedeni testu staéi ptenést klitkou jedinou kolonii a emulgovat

jt v 0,3 ml fosfatového substratu v aglutinaéni zkumavce. Inokulum ma byt dostateéné silné, aby

dalo lehkou, ale zfejmou opalescenci tekuting prohlizené proti tmavému pozadi. Absolutni sterilita pfi
praci neni nutn4, jen relativni je nézbytna. Zkumavka se pak umistni do vodni ldzné 370 C presné
na 3 hodiny. Otvor zkumavky se nemusi uzavirat vatovou zatkou, staéi jen pfikryt listem &istého
papiru, aby vodni para, sraZejici se na viku vodni 14zné&, neskapavala do zkumavky. Po 3 hodinéch
se zkumavka vynd4 a ptidd se po 1 kapce roztoku kys. sulfanilové a roztoku a-naftylaminu. V pfi-
tomnosti nitritd se vyvine okamzit& dervené zabarveni substratu, které pii zvl4sté silné reakci pozvolna
hn&dne. Nejsou-li nitrity pfitomny (substrat zGstane bezbarvy), neoznadujeme jesté vysledek za nega-
tivni, ale pfidinim nékolika mg praskového zinku (prostého dusitani) do téze zkumavky se pfesvédéi-
me o pfitomnosti dusi¢nanu v mediu. Je-li dusiénan pfitomen, zinek jej zredukuje na dusitan a'po
chvili se objevi Eervené zabarveni. V tom pfipadé je vysledek negativni. Neobjevi-li se zabarveni ani po
zinku, znamen4 to, Ze redukce u# probéhla pfes nitrity a vysledek je positivni.

Vzhledem k tomu, ze reakce je velmi citlivd, musi mit test vZdy jako kontrolu jednu neocko- )
vanou zkumavku. :

Inkubaéni doba: V najem uspofiddani testu byla primérni inkubaéni doba pot¥ebna
k dosazeni maxima reakce v rozmezi 1—2 hodin. Cela fada kmeni davala positivni vysledek u% po
nékolika minutdch a jen nékolik malo kmend vyZadovalo 2.30 hod. inkubace (tab. 1). Proto 3hodi-
novou inkubaci povaZujeme za dostatenou zaruku spolehlivych vysledkd.

VYSLEDKY
Tabulka 1.

Inkubace
. Kmen

1h. 2h. - 3 h.

Pseudomonas : . i
aeruginosa 1/33 - ++ +4++ ++4++
2/33 - ++ 1 4+ +++
3/33 -+ +++ 4+ ++++
4/33 - ++ | ++++ | ++++

Vysledky v tabulce 1. ukazuji pritbéh reakce u 4 kment pseudomonas, ktere
se behem naii prace ukdzaly jako nejméné aktivni ve schopnosti redukovat nitraty.
Maximum reakce je u 2—3hodinové inkubace. Po. této dobé nitrity rychle mizj,
takZe je nutno si pribéh redukce nitratd pfes mtrlty ovétit metodou se zinkem. |

Mikrotechnické uspofddéani testu bylo provéfeno celkem na 410 sbirkovych
kmenech. -

" Kontrolou byl u'nés rutinné uzivany makrotest podle Ilosvaye (10) (bujon s 0,1% KNOs,
inkubace 4.dny, ‘0,5-ml rozt. kys. sulfanilové a 0,5 ml rozt. arnaftylaminu, event. zinek). Jako ne-
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gativni kontroly bylo uzito streptokoku rtznjch serologickych skupin’ (kromé enterokoku, které .jsou
NO’s-positivn{) a vzdy jesté jedné zkumavky neodkované.’

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 2. a byly ve vsech pfipadech identické.

) Tabulka 2.

Mikrotest Makrotest

posit.
30
22.
88

T BT .
37
19
30
80
26
17

posit.

&
il
=}
o
®

Salmonella ' . . 30
Arizona 22
Escherichia (v&. Pe. coliforme) . ; 88 " |
Bethesda-Ballerup (vé. Pe. intermedium) 57
Klebsiella ‘ 317
Cloaca cloacae (vé&. Pe. aerogenoides) ’ 19
Shigella ) 30
Proteus 80
Providencia 26
Pseudomonas 17

ol el 11
ol b L1

" Celkem kmenti

DISKUSE

Test na redukci nitratd je v rameci zjiStovani biochemické aktivity mikroorga-
nismi pro ¢asté nesrovnalosti ve vysledcich mnohdy opomijen. O nespolehlivosti
visledki bylo ¢asto diskutovdno [ZoBell a Meyer (11), Tittsler (12), Conn (8),

* Wallace a Neave (9)] a vidy se ukazalo, Ze byla zavinéna nespravnou testovaci
technikou.

Nejéasté&j§i pfi¢inou je nelplné provadéni testu, tak jak jej poplsu]e na pf.
Hauduroy (13) a celd fada jinych, bez redukéni metody se zinkem. V takovém
piipadé ndm unikd 20—30% positivnich vysledku ]mou pfi¢inou nespravnych
vysledkd je pouZiti nevhodnych substanci pfi pfipravé testovaci pidy a detekéntho
¢inidla. Casto pepton obsahuje nitrity (Logie) (6) nebo specificky substrat (KNOs,
NaNOs) je kontaminovén stopami nitritii v'dostateéném mnozstvi, aby byly de-
tegovany citlivgym ¢&inidlem. V takovém pfipadé dostivame positivni vysledky
i u negativnich kultur. Rovnéz prodlouZeni inkubace pfes 4 dny je pti¢inou fale§né
positivnich reakci. Jednak Logie (6) dokéazal akumulaci stop nitriti v tekutinich
vystavenych del§i dobu déinku vzduchu, jednak je moné, Ze se nitrity’ uvolnu]1
nasledkem autolysy pfimo z bakterialnich tél.

Tyto ditvody nas vedly pfedevsim k upuiténi od reprodukce jediné mlkrotech—
niky (spie semimikrometody) pro zji§fovani redukce nitrati, vypracované Bach-
mannovou a Weaverem (14). Tato metodika vyzadu]e pouZiti bujonu jako zaklad-
niho media a velké inokulum (3 plné klicky agarové kultury).’

Nase mikrotechnické uspofadani testu se témto zdrojim chyb vyhyba. Medium
neobsahuje pepton ani jiny snaze pfistupny zdroj dusiku a inkubaéni doba je re-
lativné velmi kratka. P¥i provéfovani navriené techniky 410 sbirkovymi kmeny
byly ve viech pfipadech vysledky identické s kontrolnim makrotestem (tabulka'2.),
i v pfipadé dvou kmen provisorné uréenych jako Pr. morgani a Pc. aerogenoides.
Oba tyto kmeny davaly opakované negativni vysledky, ¢imZ se li§ily od ostatnich
zastupcl téchto ‘skupin. Pozdé&ji provedena revise biochemickych vlastnosti obou
kmend také ukizala, Ze se nejedna o kmeny patfici do zminénych skupin.

P#i provddéni testu, mikro i makrotechnického, dochazi nékdy p#i positivni
reakci k pozvolnému blednuti &ervené barvy, takZe po néjaké dobé& (3—5 minut)
je medium opét-bezbarvé. Tuto skutecnost pozorovali i jini pracovnici a Buchanan
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s Fulmerem (15) se zmiiiuji o ndpadné velké korelaci mezi nestilosti éervené barvy
a neschopnosti testovaného organismu produkovat sirovodik. Proto je nutno reakci
odegitat hned po pfidani reagencii.

Za technickou spoluprici dékujeme M. Budé&inské.

SOUHRN -

Autor popisuje mikroreakei na zjigtovani mikrobidlni redukce nitrdti pro rutinni diagnostické.
agely. )

Reakee se provadi v 0,3 ml pufrovaného fysiologického roztoku s 0,1% KNOjz a po naoéko-
vani se inkubuje 3 hodiny ve vodni 14zni. Potom se ptid4 Griessovo &inidlo, 1 kapka rozt. kys. sulfa-
nilové a 1 kapka rozt. a-naftylaminu, event. zinek. Positivni reakce je dervena, pii negativni zi-
stane substrat bezbarvy. Absolutni sterilita pfi praci neni nutna.

Mikrotechnika byla provéfena na 410 sbirkovych kmenech, pfeviiné z &eledi Enterobacte-
riaceae, >

PE3IOME
MukpoTexinKka s CKoporo oOHapyXKeHHsi PelyKUUM HHTPaTOB

ABTOp OmHChIBaeT MHKpOpeaKUMio Ha OGHapyMKeHue MHKPOSHANLHONH PeRyKLHH HHUTPaTOB
ISt OGBIKHOBEHHLIX AHAPHOCTHYECKHX Lieeil.

Peakuust coepuaercss B 0,3 M1 nyddepoBansoro ¢usnosornueckoro pacrsopa ¢ 0,1 %
KNO; ¥ nocsie HHOKYJISILHH HHKYGHPyeTcs B TeueHHe 3 4acoB B BOASIHOH GaHe. 3areM H06aBJis-
etcs pearexc I'puecca, ofHa Kams pacTBopa Cy/ib()aHHJIOBOH KHCIOTH M OMHAa KaIlisi pacTBopa
a-HadThIaMHHa, NPH ciaydae uHHK. ITonoxurenbHast peakuus sBjsercs KPacHOH, MPH OTPHLA-
TeJbHOH — cy6cTpaT ocraercs 6e3mBeTHbLM CoBeplueHHasi CTEPHIBLHOCTb NMPH pabore He 06-
fi3aTesIbHA.

Texuuka npoBepsiiach Ha 410 wraMMax u3 KojuleKuuH, Gosbluefl 4acTblo H3 CeMEHCTBa
Enterobacteriaceae. -

SUMMARY
Micromethod for Quickly Detecting the Nitrate Reduction

The author describes a micromethod for detecting the microbial reduction of nitrates for the
use of routin diagnostic. '

The reaction is carried through in 0,3 ml of buffered saline with 0,1 % KNOj, and after
inoculation the test tubes have to be incubated during 3 hours in water bath. Then the Griesse agent,
1 drop of sulphanil acid solution, and 1 drop of a-naphtylamin solution, eventually zinc, are to be
added. The positive reaction is red; when it is negative, the substrate remains colourless There is no
need for an absolute sterility of the manipulation.
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Cs. epidemiologie,
mikrobiologie, imunologie
VI - 3 - 1957

Z PRAXE

Mikrobiol. oddél. KHES v Havli¢kové Brodé
Veterinarni stfedisko, Caslav

PASTEURELLOVA ANGINA

MILOSLAY NEUBAUER, JOSEF DUBEN a ZDENEK DUBEN

Pasteurella multocida jako vyvolavatel hemoragické septikae-
mie zvifat, mezi nimiz je velmi roziifena, se vyskytuje u lidi pomérné vzicné,
jak o tom svéd¢i nevelky pocet pfipadd uvedenych v pisemnictvi nagem i cizim
Meyer (1). : : ’

U nas popsal pfipad lidské pasteurellosy flegmonosniho typu Patotka a Wagner (2), pfipad
otitidy Blaskovi¢ [cit. podle Rasky] (3). V cizi literatufe se uvadéji nejéast&ji onemocnéni flegmo-
nosnf [Allot a spol. 6 piipadi po pokousini psem a kotkou] (4). Jini autofi uvadgji septikaemie
{Rivoalen] (5) a Sauter (6), ¢asto s naslednou lokalisaci v meningich [Levy-Bruhl (7), Sauter (6),
Lewis (8)] nebo v kloubech [Pizey] (9). Pfipad bronchopneumonie uvadi Ohnesorge a Schroer
(10). Gastroenteritis popisuje von Baer (11). Ludlam (12) isoloval P.-multocidu z apendikilniho
abscesu. Prvnf piipad bakteriologicky diagnostikované pasteurellosy u &lovéka uvadi Brugnatelli (13).
Anginosni formu, kterou popisujeme, jsme zatim v’ dostupné literatufe nezjistili. Regamey (14)
se sice zmifiuje o Meyerové piipadu Zeny prohliZitele masa, kteri trpéla zdn&tem sliznic provéas
zenym tonsilitidou. Z hnisavého obsahu ,pustulek byla isolovina kultivaéné Pasteurella, kters
viak nebyla prokizéna na tonsillich. Bliz§i druh urdeni chybi. Ve svém piehledu piivoded angin
neuvidi Pasteurellu multocidu ani Pfecechtél (15, 16), ani Patotka (17).

w

Pocatkem cervence min. roku byla pfijata usnim oddélenim OUNZ v Hav-
litkové Brodé 20letd zemé&délska pracovnice J. C. (& o3. 6108/56) s klinickou
diagnosou angina lacunaris. Pacientka udavala bolesti v krku a obtizné poly-
kani. Teplota 39,4° C. Tonsilly byly prekrvené, prosaklé, na medislnich plochéich
byly Sedavé povlicky misty splyvajici. Podéelistni uzliny byly nehmatné. Po
aplikaci penicilinu se stav rychle upravoval, povlaky tonsillarni ustupovaly a po
5 dnech pacientka propusténa domi bez potizi.

. Kultivaéné z tonsilldrnich vytéri zji§tény za 24 hodin na krevnim agaru
vedle malo &etnych kolonii alfa streptokokil a neisserii éetné asi ¥2 mm kolonie
pfipominajici kolonie H. influenzae. Endiv agar zistal sterilni. Mikroskopicky
nalez z podezfelych kolonii ukézal drobné g-ovoidni tyéinky a# kokobacily uni-
formniho tvaru, bipol4drné se barvici s naznadenym pouzdrem. V prvni subkultufe
chybél satelitni fenomen charakteristicky pro H. influenzae.' Kolonie byly jiz
vétsi, pramérné 1 mm. Zprvu byly prihledné, pozdéji se v centru kalily a okraje
byly Sedavé. Celkovy vzhled kolonii byl mukosn& leskly. Na Endo agaru opét
nerostly. V dalsich pasazich rostly uz daleko lépe, dosahovaly az 3 mm a v bliz-
kosti se slévaly. Mukosné leskly charakter ziistal zachovdn. Na Endové agaru
vyristaly pozdéji ve velmi drobnjch koloniich. V jatrovém bujonu jsme pozo-
rovali difusni zakal stfedniho stupné bez blanky, pozdé&ji husty viskosni sedi-
ment. Na Zelatiné byl velmi drobny a psmaly riist podél vpichu. Rovné&s §ikmy
agar vykdzal pomaly a slaby rist. Pohyb zistal negativni p#i 37° i 22° C,
Isolovany kmen produkoval kyselinu bez tvorby plynu z glukosy, sacharosy
a manitu, kdeito laktosa, maltosa, trehalosa, xylosa, raffinosa, salicin, dulcit,
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inosit, krob a glycerin zistaly beze zmény. Tvorba indolu, sirovodiku, katalasy
a redukee nitratd byla positivni. Lakmusové mléko a MRT beze zmény.

Ze 24hodinové bujonové kultury jsme inokulovali dospélé mysce 0,2 cem
i. p. Myska uhynula do 24 hodin na perakutni sepsi bez vyraznych orginovych
zmén. Zpétna kultivace z organd byla positivni v &isté kultufe. Isolovany kmen
si podrzel riist v mukosni fazi i virulenci za pil roku, kdy jsme pokus na mysce
opakovali se stejnym vysledkem Meyer uvadi, Ze mukosni kolonie zistavaji sta—
bilnimi i po 20 i vice pasazich (18).

Mikroskopicky nalez, souhrn vlastnosti kultivaénich i fys1010glckych a pri-
kaz experlmentalm pathogenity svédéi, Ze isolovany kmen je Pasteurella
multocida.

Diferencialné diagnosticky pfichdzi v avahu Pasteurella pseudotuberculoms
Haemophilus influenzae a laktosu nekvasici enterobacteriaceae. Pasteurella
pseudotuberculosis je pohyblivd. M4 negativni indol, alkalisuje lakmusové mléko
a podle nekterych autort (19) vykazuje lepdi rist na Endu. V experimentu vy-
volava zmény charakterisované ]ako pseudotuberkulosni. H. influenzae je mi-
kroskopicky z kultury velmi polymorini, potfebuje trvale ristové faktory V a X
a biochemicky je za b&nych podmirek inaktivni. Od laktosu nekvasicich entero-
bacteriacei se P. m. li§i podle Patoc¢ky (19) symptomovym triasem: §patnym riis- .
tem na Endo agaru, negativni laktosou a produkci indolu spolu s nepohyblivosti.
Novéji se prokazalo (20), Ze vétsina virulentnich kment je vedle penicilinu,
aureomycmu, chloramfenikolu a polymyxinu B, na které je in vitro dobfe citliva,
pomérné resistentni na streptomyecin, neomycin 'a bacitracin. Potvrzuje to i Gspés-
ni lé¢ba nasi pacientky, kde po uZiti penicilinu se stav rychle upravil, a Patoé-
kova zpriava (19), Ze vétSina virulentnich kmend P. m. je relativné dosti- citlivd
na penicilin (zkuSenost u gramnegativniho mikroba pomérné pfekvapujici).

Pasteurellosy jsou typickou a bé&Znou zoonosou. Pasteurellu multocidu po—
vazujeme za velmi roz§ifeného mikroba nejen u divoce Zijicich zvifat, ale i u do-
mécich. Patotka uvadi, Ze kocky mivaji pasteurelly v tlam& v 90 % a psi asi ve
30 % (3). Sami jsme ji isolovali velmi &asto z polnich zajici uhynulych zejména
v jarnich mésicich, ale i ze zajict klinicky zdravych. Z dom4cich zvifat jsme méli
piilezitost zachytit &etné kmeny téméf ze vSech druhd i z dribeze. Jako nejzaji-
mavéjsi uvddime pfipady zmetdni u klisny a kravy v jedné stdji ve dvou dnech.
V obou zmetcich byla isolovana P. m. v &sté kultufe. Rovnéz v ¢&isté kultute
byla ziskdna P. m. z jater ve dvou pfipadech Zloutenky vepti.

- Piekvapuje nés, ze pres veliké rozsifeni P. m. mezi zvifaty, dochazi k one-
mocnénim ¢lovéka relativné vzacné, a to nejéast&ji u lidi nejvice exponovanych,
t. j. u chovateld driibeze a péstiteld domaciho zvifectva. Mikrobiologickd dia-
gnostika hemoragickych pasteurellos u zvifat je snddnd, ponévadi P. m. roste
celkem dobfe ma béinych kultivaénich pidach i z materialu vice dni starého.
Soudime vsak, Ze diagnostika lidskjch onemocnéni bude daleko obtiZnéjsi, po-
névad? adaptaci na lidského hostitele dochazi .zfejmé u nékterych kmeni ke
zménam rastového charakteru. Zpomaleny riist a rist v trpasliich koloniich,
jako u nami isolovaného kmene, jisté st&Zuji diagnostickou préci Trpaslic“:i rist
je podle Meyera (1) vzacny a je blizky M fazi, do které pasdZovanim na§ kmen
piesel.

" SOUHRN

"Je popsin pfipad lakundrni anginy u zemé&délské pracovnice. Vyvoldvajicim agens “byla
Pasteurella multocida, rostouci v primokultufe v trpaslidich koloniich, které pasiiovdnim pfesly
v typickou M fizi. Onemocnéni bylo zvladnuto tspésné penicilinovou therapii.
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PE3IOME
MacrepeajioBass auruHa

ABTOpH ONHCHIBAIOT cayyail .naKyHapHou AHMHHBL Y 3eMJIefIeNib4ecKOl PaGOTHHIEL. - -Bos-
GyxpawmuM areicoM Gulia Pasteurella multocida, pacTymas 8 npuMOKYJLType B MHHHATYPHBIX
KOJIOHHSIX, KOTOPble NPH NOMOILK NACCHPOBAHUA NIPEBPATHINCE B THIHUHYIO M ¢asy. 3abone-
BaHHe GBUIO C YCNIEXOM JIMKBHAHPOBAHO MEHHIMJHHOBON Teparmen .

c SUMMARY

Angina due to Pasteurella

\

The authors describe a case of lacunar angina in a woman workmg in agnculture. where
Pasteurella multocida was found as its agent. In primoculture, it was growing in dwarf colonies
changing during passages into the typlcal M- phase The infection was successfully treated by
pemmllm
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s, e}iidemiologie, R .
mikrobiologie, imunologie
VI - 3 - 1957 : -

Hygienicky a epidemiologicky tistav lékaiské fakulty v Brné. Ustas," epidemiologie a mikrobiologie
: v Praze S : '

ZKUSENOSTI S PARASITOLOGICKYM VYSETROVANIM
OBYVATELSTVA PROVINCIE SEVERNT HAMGEN
V KORE]JI

IKVETUSE BRAZDOVA a EVA ALDOVA.KLECKOVA

" Chceme seznamit nasi odbornou vefejnost se zku§enostmi z oblasti parasito-
logie, které jsme nashromaidily b&hem dvouleté price v Koreji. Dr Kle¢kova
zafidila a vedla mikrobiologickou laboratof &eskoslovenské nemocnice v Cond-
zinu od kvétna 1954 do kvétna 1955, Dr Brizdova pokradovala po jejim od-
jezdu v jeji préci az do konce r. 1955; kromé této price zastivala jesté funkei
epidemiologa. =~ :

Klimaticky je provincie Sev. Hamgen, jejim# hlavnim méstem je Condzin,
sidlo ¢&s. nemocnice, odlisnid od naseho mirného stfedoevropského pasma. Lezi
na 40° sev. §itky a tato jizni poloha ud4vi raz celému podnebi i pres vliv stu-
deného mofského proudu na severovychodnim pobfezi. Nejvy3si letni teplota
dosahla 45° C, nejnissi zimni —32° C. Pfechodné obdobi, jaro a podzim, jsou
velmi kratké. V Cervnu, &ervenci a srpnu — v obdobi desti v jiZnich provinciich
— spadne také v provincii Sev. Hamgen znaéné mnosstvi srizek. Toto klima
umozZiiuje mistnimu obyvatelstvu péstovani ryze jako hlavniho zdroje vyzivy.
Vyjmenované pfirodni podminky umoziiuji ‘sice vyskyt parasiti, ale mnohem
Vveétsi vyznam pro stuperi infestace obyvatelstva ma nizkd hygienickd uroves Zi-
vota. Zvlasté nyni po zniéujici vilce, kdy je§té musi Korejei it v miniméalnich
bytovych prostorech bez piislusenstvi, je §ifeni infekénich chorob i parasitdrnich
onemocnéni velmi usnadnéno. Celkovou hygienicko-epidemiologickou situaci
zhoruji nékteré zakotenéné zvyky obyvatelstva, na pi. shromazdovani lidskych
vykalt v nekrytych nevelkjch nadobach, jejich okoli byva vlhké a fekaliemi zne-
Ci§téné (vyznamné pro pienos ankylostomiase), daile pousivani Cerstvych lid-
skych vykalt ke hnojeni ryze, zeleniny a jinych plodin. Také zvyk, ze déti
nepouzivajf zdchodd, vede ke znaénému zamoteni pidy v okoli domd vaji¢ky riz-
nych helmintd. Vyskyt Taenia solium je umoziiovan tim, Ze péstovani
vepfi béhajici voln& po osadich, poziraji lidské vykaly a maso pak neni pti
korejském zptisobu tpravy dikladné. propékano. Nekryté zichody, pouzivani
povrchovych vod k vafeni, myti a ¢asto i k piti, pozivani syrové zeleniny a dale
zvySeny vyskyt hmyzu jsou zakladnimi p¥ic¢inami roziifeni stfevnich infekei,

Tabulka 1.
i Positivnich
S?hgzs;;ﬁgm Nalezend vajitka helminta -
vy podet %
6094 Ascaris lumbricoides 4112 67,5
+ Trichuris.trichiura 609 10,0 .

Ancylostoma duodenale 360 . 5,9
Taenia 71 1,1

Clonorchis sinensis . 6 —

- Strongyloides stercoralis 3 —

Fasciolopsis busks 1 —
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e ’ Tabulka 2.

Stolic na amoeb. Positivnich

dysenterii

Nalezené vegetativni formy protozoi :
. . .o
()

N

336 Entamoeba histolytica 41
Lamblia intestinalis 3,5
Trichomonas intestinalis 26,0

2vl4asté bacilarni a amoebové dysenterie. Rozsahla ryZovisté davaji pifleZitost
k mnozeni anofelt a prace v nich znamena také nebezpeti nakazy ankylostoma-
tem. Ve vnitrozemskych krajich, kde se hojné pozivaji polosyrovi fiéni krabi, je
zvjSena nemocnost plicni distomatosou. Pomérné fidkym onemocnénim v nasi
piimoiské provincii byla jaterni distomatosa (clonorchiasis).

V tab. 1 uvadime pocet nami vysetfenych stolic a pro hlavni helminty stupei
zamofeni obyvatelstva. : . ' .

Kromé seriového vySetfovani stolic ambulantnich i hospitalisovanych pa-
cientd jsme vydetfovali zamérné stolice nemocnych, u nichZ bylo klinické po-
dezfeni na amoebovou dysenterii. V pfehledu uvadi tyto vysledky tabulka 2.

6094 stolic uvedenjch v tab. 1 bylo vySetfeno na pfitomnost vajicek hel-
mintd pfimou mikroskopii. Kromé toho k ziskdni obrazu skutetného zamofeni
obyvatelstva bylo vySetfeno 200 stolic (3kolni mlddeZ) koncentraénimi meto-
dami Tellemannovou a Fiillebornovou s témito vysledky:

Ascaris nalezena u 98 % a Trichuris u 30 %. Ze 200 stolic hor-
nika z blizkého hnédouhelného dolu, vysetfovanych Fiillebornovou metodou,
zjisténo 20 % vajicek Ancylostoma duodenale kromé& bénych para-
-sitti (Ascaris a Trichuris). : ,

Gisla ziskani nami pfi pouziti koncentraénich metod odpovidaji ddajim
J. S. Simmonse (Global Epidemiology, 1945), ktery udava pro Koreu tato pro-
centa zamofenosti: Ascaris 95%, Ancylostoma duodenale a Ne-
cator americanus 25—30 %. Tento autor viak neuddvd ani pocet vy-
setfenych stolic, ani oblast, ve které bylo vySetfovani provedeno. :

" Pfi mikroskopické diagnose sput ma BK jsme vySetfovali krvava sputa
a sputa nemocnych s klinickym podezfenim na plicni distomatosu také v na-
tivnim prepardtu na piitomnost “motolice plicni Paragonima wester-

Tabulke 3.

Potet.vysetfenych sput nélez vajitek %

. ‘Paragonimus % z celkového poétu
sputa suspektni Westermani sput
na distomatosu . : :

celkem

3893 128 85 - | 664 2,2

mani. Vysledky jsme uvedli v tab. 3. Nai pacienti byli vétSinou byvali vojaci,
ktefi se infikovali na fronté v oblastech u 38. rovnobé&zky a pokud podle anamnes-
tickych adajt se nakazili v provincii Sev. Hamgen, pochézeli z vnitrozemského
okresu Mjoncong, kde se pozivaji hojné fi¢éni krabi. V celkovém poétu vySetfeni
na plicni onemocnéni v§ak distomatosa v nadi provincii ¢inila pomérné nizké
procento. :
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Cs. epidemiologie,
mikrobiologie, imunologie
VI - 3 - 1857 ) ‘

Hematologickd laboratof III. internf kliniky KU v Praze, prednosta akademik . Charvit

VLIV GAMA GLOBULINU NA MOTILITU LIDSKYCH
‘ | LEUKOCYTU

R H. POLAK, J. NEMEC, L’NEUWIRTH, p. BLAZKOVA a Z. ZITA
Pfevazni vétina protilatek je obsaZena v gama globulinové frakci sera, Proto
se gama globulinu v mediciné pouziva tam, kde chceme dodéanim protilatek umoznit
nebo posilit specifické imunitni procesy mezi uréitym antigenem a pfislu§nou
protilatkou. ~ ’ L ,
V poslednich letech se objevilo nékolik praci, které se zdaly nasvédéovat
tomu, Ze piiznivy vliv gama globulinu u infekénich onemocnéni nespociva pouze
-na dodéni protilatek, které jsou v ném obsazeny. ' '
Allgéwer a Siillmann (1950) zjistili, ze gama globulinova frakce lidského
sera ma stimulaéni Géinek na migraci lidskych leukocytd in vitro. Na zakladé
svych pokusi tito autofi uzaviraji, ze imunologicky dilezita tloha proteind, které
jsou obsaZeny v gama globulinové frakci, je jesté doplnéna jejich stimulaénim Géin-
kem na leukocyty. , . I
Pfi sledovani vlivu Cohnovy frakee II obsahujici takika vyhradné gama glo-
buliny, jsme nezjistili jeji positivni vliv na motilitu détskych leukocytd, (Polak,
Polakova, Skvatil, 1956.) Zistavala viak moznost, ze se vliv gama globulint
na motilitu leukocytd projevuje jinak u déti a jinak u dospélych. ‘

- Pristoupili jsme proto k pokusiim, v nichz jsme sledovali vliv lidského ‘gama
globulinu na ‘motilitu leukocytd dospélych lidi, a to jak po jeho pfidani in vitro,
tak po jeho intramuskularni aplikaci. o

' METODIKA )
Pokusyin vitro. Ke 2 ml krve smifené s 2 ¥ heparinu {NOVO) obsazeného ve 20 mm3
fysiologického roztoku pfidino: 1. 0,2 ml fysiologického roztoku jako kontrola. 2. 0,2 ml roztoku
gama globulinu nefedéného na priimémou koncentraci v plasmé. 3. 0,2 ml roztoku gama globulinu,
nafedéného na 4X koncentraci v plasmé. 4. 0,2 ml roztoku gama globulinu v takové koncentraci,
kterd zvysi obsah gama globulinu po pfidani ke 2 ml krve pfiblizné na dvojnéisobek. 5. 0,2 ml roztoku
gama globulinu v takové koncentraci, kterd zv§3i obsah gama globulini po pfidani ke 2 ml] krve
pfiblizné na éty¥nasobek. ) o '
Po protfepani byla krev plnéna do silikonovanych komirek a zpracovivana ‘dale metodikou!
popsanou v piedchozich publikacich (Polak, Polakova 1956). Velikost migrace ode&itina pod mikro-
skopem v thermostabilni komote za 3, 6 a 24 hodin inkubace. Z kazdé zkumavky plnény 2 komirky,
ze kterych vzat aritmeticky _primér. ' :
_Pokusyin vivo. Pokusy byly provedeny na 12 zdravych dobrovolnicich, ve v&ku od 16
do 30 let. Z nich bylo 9 Zen a 3 mu3zi. ' .
Stanovena kontrolni migrace. Po ni aplikovano 3 ml 10% Gamma-globulinum humanum
normale Biogena.i. m. a za 24, 48 hodin a po 7 dnech zjisfoviny migraéni hodnoty. Migrace ode-
¢ftdna opét za 3, 6 a 24 hodin inkubace. ’ '

VYSLEDKY

V pokusech in vitro byly zji§tovany diference motility leukocyti v u v ko-
miirkich s gama globulinem proti kontrolnim migracim. Vysledky hodnoceny nu-
lovym t- testem podle Craméra (1946). Takto byly hodnoceny rozdily hodnot
po 3, 6 a 24 hodinich inkubace. Vysledky jsou shrnuty v tab. 1.
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Tabulka 1.

Kontrola

y2

y4

2y

Hea s
=

12
1498,0
554,4

11
—14,7
135,7

0,34236
0,9

11

47,0

410,2
0,32224
0,9

11

—25,0

321,9
0,2455
0,9

6 hod.
inkubace

Me+ans
=

11
+ 95
'245,0
0,1226
> 0,9

11
—33,1
344.5
0,30380
0,9

11

+23,6

-285,5
0,22923
0,9

Heans
B

11

© —59,8

304,3
0,62145
0,9

11
28,8
461,8
0,19718
> 0,9

11
+71,5
362,9
0,56808
10,9

611,9
1,9472
0,1

Z tabulky 1. vyplyvi, Ze diference ve vech 4 pokusnych- seriich s pfidanim
-riiznjch koncentraci gama globulinu jsou statisticky nepriikazné.

V pokusech in vivo vzata za zdklad kontrolni migrace a zji§tovany opétné
diference za 24 a 48 hodin a 7 dni po aplikaci gama globulinu v pfisluinych ode-
¢itacich intervalech (3, 6, 24 hod.). Vysledky hodnoceny nulovym t- testem VlZ

tab. 2..

Tabulka 2.

Kontrola

za 24 hodin

za 48 hodin

3 hodiny
inkubace

meals

=

12
1498,0
554,4

10
— 292
630,3
0,13897
0,9

. —121,2

-10

535,6
0,6788
0,9

6 hodin
. inkubace

NN
=

11
— 64,0
746,5
0,27235
0,9

11
—182,2
610,8
0,4433
0,5

Mea s
=

10
—361,8
986,3
1,1004
0,5

T — 93,1

10

775,8
0,35998
. 0,9

0,5

V tabulkich n = &etnost, &

dardni deviace, t = hodnota t-testu, P =

= diference proti koptrolni migraci, ¢ = stan-

pravdépodobnost.

Migrace u jedné z pokusnych osob po ptidani gama globuhnu in vitro a po
jeho aplikaci in vivo jsou zachyeceny na obr. 1
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ROZPRAVA
Ukolem této prace bylo zjistit, zda gama globulin v té formé, v jaké je pfi-
pravovan pro humanni aplikaci, ovliviiuje imunitni stav lidského organismu i jinak
nez ptisunem protilatek. Konkretn&, zda ma stimulaéni dlinek na leukocyty.
Friedmann'a Schénfeld (1917) zjistili, Ze p¥i vyfazeni sera z prostiedi, v némz
sledovali motilitu leukocytd, se jejich pohyblivost znaéné sniZuje nebo tplné

Mikrofotografie migraci ve sklitkovych komiirkdch u pokusné osoby N. H. (23 rokl). Zvétieno
28X. Na ose y velikost migrace v 4. A: kontrola pied inkubaci bezprostfedng po zcentrifugovan{
komarky. — B: migrace za 6 hodin inkubace, kontrolni stanoveni s fysiol. roztokem. — C: migrace
za 6 hodin inkubace po pfidin{ gama globulinu ve stejné koncentraci jako v plasmé. — D: migrace
za 6 hodin inkubace po. pfidani gama globulinu ve 4nisobné koncentraci. — E: migrace za 6 hodin’
inkubace po pfidani gama globulinu v koncentraci, kterd zvj3i hlddinu gama globulinu v testo-
vané krvi na dvojnisobek. — F: migrace za 6 hodin inkubace po pfiddni gama globulinu v kon-
centraci, kterd zvysi hladinu gama globulinu v testované krvi na &tyfndsobek. — G: migrace za
& hodin inkubace za 24 hodin po i. m. aplikaci gama globulinu. — H: migrace za 6 hodin inku-
bace zd 48 hodin po i. m. aplikaci gama globulinu. — I: migrace za 6 hodin inkubace za tyden po

' ) i. m. aplikaci gama globulinu. . i

ustava. Obdobné pozorovani uéinil Merchant (1950), ktery zjistil, Ze je motilita
leukocyti v Lockeové roztoku mnohonasobné mensi nez ve vlastni plasmé. Z téchto
pokusi vyplyva, Ze homologni serové bilkoviny jsou nezbytné nutné pro opti-
malni funkéni stav leukocytii. Merchant ve svjch pokusech rovnéz ukazal, zZe jde
o hlubsi biologicky vyznam serovych bilkovin, nebot k Gpravé leukocytarnich
funkci nedoslo ani tehdy, byla-li viskosita vybalancovaného roztoku soli upravena
arabskou gumou.

Jestlize na pt. Allgéwer a Siillmann (1955) zjistili, Ze v Tyrodové roztoku
dochézi ke snizeni motility leukocytii, a Ze se jejich pohyblivost po pfiddni gama
globulintt zvy§uje vice nez po pfidéni ostatnich plasmatickych proteind, lze z takto
uspofadaného pokusu jen zt&z usuzovat na to, ze gama globuliny stimuluji mi-

_graci leukocyti. , :

Nase metodika ndm umoinila sledovat motilitu leukocyti v celé krvi, t. j.
za pfitomnosti celého spekira plasmatickych bilkovin. Zmény, které by nastaly
v motilité leukocytd ptiddnim gama globulinu za na$ich experimentilnich pod-
minek, by musely byt vyvolany jeho specifickym a&inkem na leukocyty a ne nor-
malisaci prostfedi. / ' : ‘ -
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Jak ukazaly .vysledky na$ich pokuéﬁ nevedlo ptiddni gama globulinu ke = ..
zkoumané krvi in vitro ke zvySeni motility leukocyt. Rovnez v pokusech in vivo
nebyly zjistény zmény v motilit& leukocytd.

SOUHRN

Autofi sledovali- u 12 dospéljch zdravych jedincdi vliv humanniho gama globulinu na mo-
tilitu leukocytd po jeho pfidani in vitro a jeho intramuskulirni aplikaci.

Zjistili, Ze jak po jeho .pfidani in vitro v rdznjch koncentracich v celé lidské krvi, tak po
jeho i, m. aplikaci nedoch4zi ke zméndm pohybové schopnosti leukocyti. -

PE3IOME
BausiHue raMmma rao6yJHHA HA MOABHIKHOCTb JIEYKOUMTOB y ueldoBeKa

AsTopbl Habmioganu y 12 B3pOC/]BIX JHI, BJAHMAHHE YeJOBEYECKOTO ramma moéym'ma'ﬂa
TO\BHXHOCTh JIEYKOLHTOB NI0C/I€ €ro A00aB/EHHUs in vitro H €r0 HHTPaMYCKYJSPHOH aMIHKAIHH.
OHH yCTaHOBHJIH, YTO KaK IOC/e ero Ao6aBjieHHs in vitro, TaK H NOC/]E €ro i. m. amyiHKa-
UHH H3MEHEeHHS MOJBHKHOCTH JIEYKOUHTOB He BCTPEYAIOTCS.

-«

. SUMMARY
The Influence of Gamma-Globulin on the Motility of Human Leucocytes -

The influence of human gamma-globulin exercised on the motility of leucocytes was in-
vestigated after its adding in vitro and after its intramuscular application.

The authors found that nor its addition in vitro in various corcentrations into human blood,
aor its intramuscular appllcatlon lead to any changes of the motility of leucocytes.

LITERATURA

Allgéwer, M., Siillmann, H.: Experientia, 6:107, 1950. — Cramér, H.: Mathematical Methods
wof Statistics, Princenton, Princenton University Press, 1946. — Friedeman, N., Schénfeld, A.: Bio-
chem. Z., 80:312, 1917. — Merchant, D. J.: J. inf. Dis. 87:275, 1950. — Poldk, H., Poldkov4, K.,
Skvhfi}, F.: Cs. pediatrie, 11:464, 1956. — Polak, H., Polakova, K.: Ce. pediatrie, 11:321, 1956.
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Cs. e%ldemiologle

mikrol

VI -3 -1

1ologle imunologie

Krajska hygienickoepidémiologické' stanice KNV Praha

MYKOLOGICKE NALEZY VE SPUTU PRI PLICNI
, - TUBERKULOSE

O. ABSOLONOVA, P.IFRAGNER a V. PATERA

Prvni pfipady plicni kandidosy popsal Castellani (1905) na Ceyloné, Boggs
a Pincoffs (1915) v USA. Pozdéjii price jsou od Steinfelda (1924), Tornella
(1946), u nas Viklického, Vorreitha, Ningerové, PospiSila, Vlgka a jingch. Can-

.didu albicans nalezl Rossier ve sputu u 10 % zdravych osob, Viklicky u 29 %.

Trégerova uvadi positivni ndlezy pfi kataru hornich cest dychac1ch u 63 % pa--
cientii. Castéj§i nalezy udava pisemnictvi pfi tézkych, kachektisujicich chorobach
(tuberkulosa, karcinom) a zvlas§té u lidi star§ich.

(Blizsi adaje o kandidosach — zvi4sté pak klinické obrazy, therapii a seznam
pisemnictvi — nalezne ¢tenaf v monografii Obrtela a spol.: Onemocnéni vyvo-
lana kvasinkovitymi mikroorganismy, Stat. zdrav. nakl. 1956, Praha.)

V tomto sdélenj chceme se zabyvat mykologickymi nalezy ve sputu tuberku-
losnich pacient u nas, pfedeviim se zfetelem k vyskytu C. albicans.

V tnoru az kvétnu 1955 vySetfovali jsme sputum 125 tuberkulosnich*}
pacientli, mikroskopicky i kultivaéné. -

Nagim nejéast&j§im nilezem mykologu:kym byla Candida albicans (Robm)
Berkhout (62 nalezli); na druhém misté rtzné jiné kvasinkovité mikroorganismy
(61: nalezti);, na tfetim pak saprofytické plisné vlaknité (31 nalezii). Jejich vy‘
poédet uvadime v tabulce 1. ,

_Podet vzorka posmvmch a negatlvmch je uveden v tabulce 2.

Candida albicans byla tedy zjisténa ve sputu poloviny viech vysetrovanych
pacientd. Jeji nalezy rozdehh jsme podle mnozstvi zarodku v 1. cem sputa do tFi
skupin (tabulka3.)

v

Tabulka 1.

Nélezy Podet nalezt

Candide albicans : 62
" Candida tropicalis . 8
Candida pulcherrima 2
Candida parapsilosis 1
Candidsa sp. 2
Torulopsis glabrata 13
Saccharomyces sp, div. 22
Geotrichum candidum 13
Penicillium sp. div. 26
Blastotrichum sp. '
Hormodendrum resinae
Verticillium sp.
Aleurisma sp.
Mucor globosus

Celkem 154

*) Dékujeme za spolupraci MUDr J. Ha]a§kovi, fediteli tuberkulosni lééebny v Proseénici,
v jehoZ astavé se vySetfovani provadélo.
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Nalezy ojedinélé, az 300 zdrodkid na 1 ccm sputa, povaZujeme za nélezy na-
hodné; u infekci pres 10 000 zarodki/lccm se domnivime, Ze C. albicans se jisté
G&astiiuje chorobného procesu; nalezy 350—10 000 z/ccm jsou ndm nejasné. Po-
kud byla providéna bronchoskopie, shleddvdme u pacientd s nalezy vy$§imi nez
1000 z/ccm vyjznaéné nespecifické zmény na sliznici trachey a bronchd.

Tabulka 2.

Nélezy ‘Podet vzorki

Candida albicans 62
Jiné mykologické ndlezy 30
Negativni - 33

Celkem » 125

Vsechny. vySetfované pacienty jsme rozdélili podle vékovych skupin (tabul-
ka 4.). Porovname-li procenta v§skytu C. albicans u pacienti rizného staifi (ta-
bulka 5.), vidime, Ze nalezy se pohybuji kolem 45 az 55 %. Nezda se proto, Ze

282

by §lo o patrné&jii zavislost vyskytu C. albicans na stafi tbc pacienti.

Tabulka 3.

Potet zdrodkl C. albicans

na 1 cem sputa Poget vzorkd

Skupina

. Ojedin®lé a% 300 22
II. .| 300 a2 10 000 .33 -
vice ne% 10 000 . . 7

Celkem ' 62

Ze soustavy, usporddané podle pohlavi pacientd (tab. 6.), je patrno, Ze
Candida albicans byla nalezena asi u 44% muzid a 61% Zen; ostatni mykologické
nalezy jsou viak naopak u muzi &astéjii: 19% vzorki sputa s nalezem jen kvasin-
kovitych organismi (jinych nez Candida albicans) pfipad4 na muZe a jen asi 2%
na Zeny. Pro Gplnost poznamenavdme je§té jednu zajimavou zku$enost. ‘P¥i tomto
i jingch Setfenich jsme zjistili, ze Candida tropicalis (Cast.) Berkhout doprovazi

*

Tabulka 4.

. C. albicans C. albic. | Jen jiné | Jenvidk.| o
Vékové skupina I II III | celkem |kvas. org.| plisnd Negat. | Celkem

do 20 let 1 — - 1 P 4
2130 let 7 9
31—40 let 4 -9
. 4150 let 6 10
51—60 lot 4 5

nad 60 let

Celkem
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Tabulka 5.

Podet ndlezt Podet viech

Vékovd skupma‘ C. albicans " vySetfenych’

do 20 let ' ' 4
21—30 let 29
31—401let 31
41— 50 let . . 36
51—601et - : 24
nad 60 let 1

Celkem

Tabulka 6.

C. albicans C. albic. | Jen jiné | Jen vidk.

I- II  TII | celkem |kvas. org.| plisng Celkem.

.

Muzi .. 12 22 38 17 86
Zeny 10 11 24 1 39

Celkem 22 33 62 18 125

skoro pravidelné C. albicans a jen vzicné bjva nilezem samostatnym. Pomér
mnozstvi C. tropicalis ku C. albicans ve sputu byv4d 1: 10 a je pozoruhodné stily
pfi opakovanych vysetremch i béhem therapie.

Zavérem lze Fici, Ze ]sme stanovili nejbéznéjsi mykoﬂoru ve sputu tuberkulos—
nich pacienti. Pfekvapujici je ¢asty nalez C. albicans (50% ). Pokouseli jsme se
nalézt néjaké souvislosti s klinickym obrazem onemocnéni s dosavadni therapii
(antibiotika) a anamnesou pacienti. Tyto souvislosti se viak nepodafilo nalézt
a rovnéZ epidemiologické Setfeni v 1é¢ebné a pokusy s aeroskopem v pokojich ne-
mocnych neobjasnily 50% vyskyt C. albicans u pacientd.

SOUHRN

U 50% (ze 125) nemocnych plicni tuberkulosou byla ve sputu kultivaéng prokizéna Candida
albicans (Robin) Berkhout 1923 v riizném mnozstvi. Souvislosti s klinickym obrazem a priib&hem
onemocnéni, jako# i s dosavadni therapif a anamnesou pacientd nebyly nalezeny.

. "PE3IOME
Muxosornueckie HaxoAKH B MOKPOTE NPH JErOYHOM TyGepKynese

Y 50% (u3 125) GOJBHBIX JIETOUHBIM TY6EepKyJe30M GbLIO HOKAa3aHO KYJbTHBALHOHHBIM
obpasom mnpucyrctBre Candida albicans (Robin) Berkhout 1923, B pasHom kosuuecTse. CBA3u
¢ K/IMHHYECKOH KapTHHOH M TeyeHHeM 3afOJieBaHMs, KaK K C A0 CHX NOp cylecTBOBaBLIeH
Tepanued W aHaMHe30M GOJIbHBIX He OblIM HafifeHEr.

SUMMARY
Myecological Findings in Sputum of Patients with Lung Tuberculosis

In the sputum of 50 % (from the total number 125) of patients with lung tuberculosis Candida
albicans (Robin) Berkhout 1923 was proved by cultivation in various quantity. No connections
with the clinical feature and the course of the illness, nor with the existing therapy and patient’s
history were found.
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Cs. epidemiologie,
mikrobiologie, imunologie
VI - 3 - 1957

Parasitologicka laboratof KHES Ceské Budéjovice

ONDATRA PIZMOVA RESERVOAREM LEPTOSPIR
| v CSR

J. VOSTA

V poslednich letech na celém svété, i u nas, stivd se vjzkum leptospiros, ty-
‘pickych antropozoonos, stfedem pozornosti a zdjmu Cetnych pracovniki. Proto
jsou provadéna v endemickjch oblastech pecliva leptospirologicka Setfeni, zamé-
fena k odkryti novych reservoarovych zvifat a zachyceni novych domacich kmend.

"V ramci dlouhodobého leptospirologického vyzkumu v jiz. Cechdch vygetfili
jsme v #jnu 1956 na leptospiry 73 kusi ondater, z nichZ bylo 3est positivnich.

Roku 1905 k nam knize Colloredo Mansfeld ze severni Ameriky dovezl 3 samicky a 2 samce -
-ondatry pimové (Ondatra zibethica L.) a vysadil je na dobfi$ském panstvi. V neuvéfi-
telnd kratké dobé roziifila se ondatra pizmova tak, Ze roku 1938 vyskytovala se uZ na dzemi
200.000 km2. Jeji rychlé roziifeni bylo umoinéno silnjm mnoZenim, sklonem ke st&¢hovdni a ne-
dostatkem neptitel, nebot v tdvahu prichézeji pouze ligka, tchof, vjr a jestfdb. Ondatra piZmova
iije ve stojatych vodach bohatych na rostlinstvo, z nouze viak obyva také klidn4, rakosim zarostld
ramena fek, kde se Zivi vjhradn& vodnimi rostlinami a jenom vyjime¢né sihne po zvifeti. Je oviem
dokizano, e ondatry poziraji skeble. Mohou zpiisobit velké skody, které viak nevznikaji poziranim
rostlin, nybrz jejich hrabinim. Ondatra dél4 totiz chodby mnoho metr dlouhé, které vedou celym
biehem. Hraze rybniki byvaji ¢asto tak prodéravélé, Ze se protrhnou. Nésledek toho' jsou velké
ztraty ryb. V zafi nebo fijnu stavi si ondatry na zimu ve vodé hradisté z rakosu, pfeslicky,
puskvorce a kusi blita v priméru asi dva metry. ‘Vrcholek pfevySuje hladinu az o metr. Tato
stavba je pravdépodobné budovina a obyvana ¢leny jedné rodiny a slouif jako ochrana pfed zimou
a zéroveil jako zasobirna. Na podzim a na jafe ondatra se stéhuje, viak nikoli z nedostatku po-
travy nebo pfemnoZeni, nybri ziejmé pro svij stéhovavy pud. Doba vrhu u ondatry je .od dubna
do fjna, a% na vyjimky, a mno#i se velmi silng, nebot ma az &tyfi vrhy po 2—14 mladych.

Nalez leptospir u ondatry u nis uvadgji V. a M. Jelinkové v praci »Roziifeni
leptospiros v riznjch &astech CSR« bez blizsich ddaji. Leptospiry u ondatry byly
nalezeny také v Polsku pfi leptospirologické akci u Lublina a také v Bulharsku
(Parnas a Angelov, ref. na Mezinarodnim mikrobiol. sjezdu v Praze r. 1956).
Tim se fadi ondatra pi#mova (Ondatra zibethica L.) k jinjm ¢lendm
podéeledi Microtinaezndmym jiz dfive jako reservoar leptospir.

Material 73 kusé ondater jsme ziskali od sbéra¢i narodniho podniku »Sbérné
suroviny« v Ceskjch Budé&ovicich a pochazel z rybniki kolem Tteboné. Viechna
zvifata byla vysetfena na leptospiry mikroskopicky (nativni preparat), serologicky,
histologicky a kultivaéné. o -

Serologicky

Ondatra Mikrosko- | L. grippothy-

zibethica L. ick phosa 34 "
' : i p 4 kmen Turna, L. bovis

kmen Hlubok4 55

Histologicky | Kultivadéné

: 5000. 5 : 1000
: 20000 : 5000 -
: 40000 : 20000
: 40000 : 20000
: 5000 + 100

: 1000 ° : : 100

+ht+
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~ Pro . serologické vy3etfeni jsme sterilné vypreparovali srdi¢ko, které jsme
vlozili do zkumavek s 2 ccim 0,9% fys. roztoku, ¢im# jsme ziskali p¥iblizné Fedéns
1:10. K serologickym reakcim jsme pouZili téchto kmenii: L. icterrohaemorhagiae
kmen Lebe a Fry§ava, L. grippotyphosa kmen Turfia a Hlubok4 55, L. bovis, L.
sejroe, L. canicola C7, L. pomona kmen Mezzano, L. mitis, L. australis A, L. hyos.
Serologicky bylo positivnich §est zvifat, na L. grippotyphosa za koagulatinace
L. bovis v niz§im titru. o

Kousky ledvin, fixované v 10% formalinu, byly zpracoviny histologicky
stfibfici metodou Levaditiho v. modifikaci Dobellové. Histologicky bylo' positiv-
nich pét ledvin. . ‘

- Mikroskopické vySetfeni suspense ledvin v zastinu bylo negativni. Také kulti-
vace kousku ledvin v Korthoffové pidé zaloZené ze viech zvifat mély negativni
vysledek. Negativni vysledek kultivaci byl vsak jist& ovlivnén tim, Ze zvifata ne-
byla ke zpracovani dod4dna ihned po odchytu. Z technickych divodd to nebylo
mozné. ' ‘ .

. ‘ , ZAVER

Vysetfili jsme celkem 73 kusi ondatry pizmové (Ondatra zibethica
L.), z nichz bylo Sest positivnich serologicky na L. grippotyphosa p¥i koaglutinaci
L. bovis v niz§im titru. Pét zvifat bylo positivnich histologicky. VySetfeni mi-
kroskopické a kultivaéni bylo negativni hlavné pro pozdni dod4vani chycenych-
zvifat. Tim se stiva ondatra piZmova, ktera se setkava na svych lokalitach v jiznich
Cechach s jingmi &leny podceledi Microtinae, zniamymi leptospirovymi re-
servodry (Microtus agrestis, Arvicola terestris), reservodrem
leptospiry L. grippotyphosa. ] '

‘ ) SOUHRN

Vy3ettili jsme na leptospiry 73 kusy ondatry pi*mové (Ondatra zibethica L.) mi-
kroskopicky, serologicky (aglutinace — lyse), histologicky a kultivaéng. Sest zviiat bylo positiv-
nich serologicky na L. grippotyphosa pii koaglutinaci L. bovis v uiim titru, pét histologicky.

PE3IOME
Ondatra zibethica L. — pesepsyap Jentocnup B YexoCHOBaAKHH

Mgt nccnepoBanu 73 wryku Ondatra zibethica L. MHKPOCKOITHYECKHM, CEPOJIOTHUECKHM
(arrmyTHHAUMA — JIH3KC), THCTOJOTHYECKHM M KYJbTHBAIMOHHBIM METOXaMH Ha NPHCYTCTBHE
senrocnnp. lllects KHBOTHBIX OBUIM NOSHTHBHEI CepPONOTHUECKH Ha L. grippotyphosa nOpH KO-
arrJIoTHHauMH L. bovis B HeBBLICOKHH THTp, MATh — THCTOMOIHYECKH.

SUMMARY
Ondatra zibethica L. as a Reservoir of Leptospirae in Czechoslovakia

The presence of Leptospirae in 73 individuals of Ondatra zibethica L. was investigated on
the microscopical, serological (agglutination — lysis), and histological way and by cultivating. In
six animals, antibodies (agglutination — lysis) against Leptospira grippotyphosa were found by
the serological investigation. Five animals were histologically positive.
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PR[SPEVEK K DIAGNOSTICE A THERAPII
POSTDYSENTERICKE ARTRITIDY

JIRI SEDLAK a VERA DYORAKOVA

Je celkem znamou skuteénosti, Ze akutni shigellosa (bacilarni dysenterie) byva
v mnohych pfipadech provizena artralgiemi pfechodného rdzu, které ustupuji ve
stejném cEasovém sledu jako dominujici stfevni symptomy ‘tochoto onemocnéni.
Artralgie pfedstavuje v takovém pflpadé jeden ze symptoml klinického obrazu
akutni shigellosy. Naproti tomu pojem »postdysentencka artritida« (23) zistava
vyhrazen pro kloubni projevy shlgellosy, ktera z jakjchkoli pfi¢in presla z akutniho
stadia do stadia chronického. Beiglb 6 ck (1) tuto komplikaci chronické shi-
gellosy nazjva celkem vystiZné »Ruhrreumatismus«. Obecné jsou postdysenterické
artritidy fazeny do velké skupiny t. zv. infekénich artritid.

Vyskytu tohoto typu artritid ve vileénych a povaleénych letech si viimla cela tada autord (4;
5,9, 13,23, 24). Chaudhuri (7) a n&ktefi jini autofi ji pozorovali jen v prab&hu néktergch
-epidémii ‘shigellos. Frekvenci v§skytu této komplikace u shigellos viibec odhaduje Dorendorf
(2) na 0,27%, Schittelhelm a Schlecht (19) na 1—2%, Roemheld (9) a ]mi do-
konce a% na 10%.
Chaudhuri a Kugelevski i (7, 9) se shoduji v tom, Ze postdysenterickjch artritid
v poslednich letech zfeteln& ubylo. Tento pokles se datuje od doby, kdy do 1é&by akutnich shigellos
byly zavedeny sulfonamidy. Nasv&déuje tomu pitma souvislost postdysenterického postizeni kloubi
s poznanou ¢&i nepoznanou chronickou shigellosou. Chronicka shigellosa probihi, ]ak zndmo, pod
klinickym obrazem chronické kolitidy nékdy az ulcerosniho charakteru. Jsou rovnéi dobfe znamy
obtize, se kterymi je spojena isolace shigell ze stolic téchto nemocnych, stejné jako obtlze spojené
s diagnosticky hodnotitelnym prikazem specifickych protilatek v jejich- seru. Proto diagnostika post:
dysenterickych artritid neni prosta urgitych obtiZi a rozpaki, obzvlasté v pripadech klidového obdobf
chronické shigellosy, kdy Kklinik na toto zakladni onemocnéni ani nepomysli.

Ceské pisemnictvi o postdysenterickych artritiddch je napadné chudé. S vy-
jimkou Pelndafovy — Lenochovy, Vanyskovy stati aa Ra§kovy
stru¢né zminky v jeho monografii, jsme nenasli Zidnou' éeskou nebo slovenskou
praci o tomto thematu.

Dokladem toho, Ze'se i u nis mizeme setkat s postdysenterickymi artritidami,
je pozorovani, jehoZ popis a rozbor jsme,si vzali za podklad tohoto sdéleni. Domni-
vame se, ze postdysenterické artritidy nejsou a v blizké budoucnosti zcela uréité
nebudou ani u nas takovou vzacnosti, aby byly predmetem unikéatnich ‘kasuistic-
kych sdéleni.

VLASTNI POZOROVANT{

Ing. . 8., 32lety muz byl ptijat dne 20. 2. 1954 na nasi kliniku. V détstvi mival Zasté otitidy,
tiraz pétefe, v 19 letech otfes mozku a ve 28 letech ischias. Asi 14 dnf pted piijetim na kliniku
dostal nemocny po pozit! jablek stievni koliku s hlenokrvavym prijmem. TytéZ obtize mél.v posled-
nim roce jiz opétované a to pravé po poziti ovoce. V dal§im tjdnu po odeznéni stfevnich pfiznakii
se dostavila napadn4- Gnavnost, teploty kolem 37,7—38,20 C a konein& prudké bolesti v levém ko-
lennim kloubu, které se rychle stupfiovaly do té miry, Ze nemohl chodit. Pro selhani. theraple sali-
cylamidem byl tedy lékafem doporuden do naSeho nemocniéniho oSetfovani.
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" Status praesens. - .
. Pacient -vy$si postavy, dobré vjzivy, dobte vyvinuté kostry a svalstva. Fysikalni nilez na
srdci, na pliciqh a na orgénech dutiny bfi$ni byl normalni. Tlak krevni 120/80, lehka tachykardie
kol,90/min. . . .. R L .
. Levé koleno oteklé, znaéné bolestivé, pohyblivost v ném takika 74dnd. Kiize normilnf, neni
zarudl4 ani tepld. Ostatni klouby nejevily vyznaénéjsich zmén. . o B

Rtg nilez na obou kloubech kolénnich v mezich normy. Rektoskopicky ndlez typicky pro
chronickou kolitidu. - :

V pritbéhu choroby byly bolesti v kloubech skoro trvalé, remise byly vzdcné a kratké. Bolesti
mély stéhovavy raz, objevily se v pravém kolené, v levém kloubu hlezennim a v drobnych kloubech
jednotlivich prstcii vlevo, nejvice.viak byly postizeny levé koleno a levy kloub hlezenni, z kloubd
vzicndji postizenych se béhem dalstho léfeni projevily bolesti v pravém kloubu sternoklavikuldrnim R
a levém kloubu éelistnim. ) I L .

_.Subfebrilni teploty. byly takika trvalym projevem onemocnéni..

"Z laboratornich vySetfeni uvadime: 2naéné zvjienou sediméntaci — a# 107 za 1 hodinu, 4

" krevni obraz: Er 4,800.000, Hb 90, leukocyty 9300, Eo 2. Seg 79, Ly 13, Mo 6. Chemicky i mikro- . P
skopicky ndlez v mo¢i v mezich normélu. Fibrinogen 660 mg%. Pii opakovaném béiném bakterio~
logickém vyS$etfeni stolice byly vesmés prokazany bézné serotypy- E. coli, Streptococcus -faecalis
a Aerobacter aerogenes. Bakteriologicky nélez zistal nezménén i pfi pozdéj§im soustavném a z4-
mérném vysetfovini zaméfeném na isolaci nékterého ze serotypd shigell. RovnéZ serologicky
pritkaz-.antishigellovjch agglutining pfi uZzitf b&Ziné metodiky (s pouzitim komerénich antigenii)
byl opétované negativni. o C - e
" Za pobytu na klinice se objevovaly kromé& kloubnich' pfiznakd, jez staly v -popfedi klinic-
kého obrazu, ob&asné kratkodobé stievni koliky -a" prijmy, zpravidla po poZiti ovoce a hlavné
jablek. Tyto piiznaky odpovidaly pfedpoklddané chronické kolitidé a proto také jsme je z potatku
nespojovali se zikladnim onemocnénim,. pro které byl nemocny na nasi kliniku pfijat. Piivodnimu
klinickému dojmu odpovidala i-naSe podateini therapie, vice méné symptomaticky zaméfena. Apli-
kovali jsme posfupné preparaty salicylové, ACTH, Kortison a penicilin s dspéchem malo vyraznym.

Pomérné nejlepsi therapeuticky efekt jsme pozorovali po Acylpyrinu. Jeho analgeticky dcin,
se_projevil tak, .Ze nemocny pomoci hole mohl .alespoti -¢asteéné chodit.. Salicyl. stejné jako penicilin
_viak .viibec neovlivnily teplotu. V tomto sméru se. ACTH v infusi uplatnil’ nesporné lépe. Jeho
analgeticky aéin byl sice nepatrny, . ale behem jeho aplikace byl nemocny prakticky apyreticky.
Pisobeni Kortisonu bylo podobné,” ale ve srovnani s ACTH_ﬁépcmérné slabgi. Penicilin pro ‘in-
toléra:t_ici a neadinnost jsme brzy z therapie vylougili. Stav nemocného po této nékolikatydennt
therapii byl jen zcela nepatrné zlepSen proti stavu pfi prijeti. Bolesti kloubi trvaly dale, stejné
jako- subfebrility a téstovité infiltraty levého kolenntho a hlezenntho kloubu. Chiize byla obtizni,
a:to jen.pomoci hole. . .. s . L

V tomto obdobi- diagnostickjch ‘a therapeutickych rozpaki jsme si vSimli

: jednoho napadnéhs zjevu. Zhorseni. kloubnich obtiZi se totiz objevovalo v pfimé

o souvislosti s akutni exacerbaci.chronické kolitidy. Podani sulfaguanidinu sice
piiznivé oylivnilo stievni symptomy,.ale soucasné i ptechodné zvysilo kloubni
obtize nemocného. Tuto paradoxni reakci jsme chéapali jako obdobu Jarisch-
Herxheimerovy reakce. Zhorseni artralgii pfi zlepienych obtizich stfev-
fifch jsme si vykladali jako vliv endotoxini uvolnénych specifickou therapii.

Kromé toho daliim anamnestickym $etfenim jsme zjistili, Ze nas nemocny

_ préstal zhruba pfed rokem na vojenském cvieni s fadsu dalsich zaloznikd akutni
strevni infekci s tenesmy a hlenovitymi prdjmy se znatnou pfimési krve. One-
mocnéni tehdy nehlasili z obavy pted oddilovou karantenou, kterd by je byla .
vylougila z nedélnich dovolenych.-Od 'té doby mival stfevni koliky s tenesmy
a prajmy, které zpravidla spontdnné odeznély. Jejich vznik pficital nesnagenli-
vosti syrového ovoce, hlavné jablek, a proto také v této zéleZitosti nikdy ne- .
vyhledal 1¢kate. = . - L I .

.. - Tyto skuteénosti nas vedly k Zavéru, ze se jednd o infekéni artritidu na pod-
kladé nepoznané a. nelééené chronické bacilarni dysenterie. K- laboratornimu
potvrzeni této klinické diagnosy-jsme .pouzili viech dnes zndmych zpdsobd pfi:
mého kultivaéniho pritkazu shigell, ‘prikazu specifickych setovych aglutinini

s
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a koneéné i koznich alerglckych testtl. Vysledky tohoto setrem ]sou shrnuty v ta-
bulce.

.'II‘a'bulka.. Ing. J. &., 32 r., dg: Arthritis postdysenterics, colitis chron. shigellosis chron., susp.

. Zplsob, ' Metoda o .+ | - Vysledek o
vySetieni . L . -

Stolice v obd0b1 od 22. 11 54 do 20. 3. 55 vyéetrové,no celkem Vesmés: .
kultivaénd 92 x v klidovém stadiu i ve stadiu uméle exacerbace, |: E. coli
Pouzita media kultivaéni: ) beznych
‘DC agar, Endo-agar, krevni agar. R serotypu
: . ) Sbreptococcus

faecalis i

'Aeroba.cter e
. ‘mero.genes -

. Shigella
. _neprokézana.
Serum modif. | Antigen a titr agglutinaéni .
Widal - Sh. shigae

. Sh. schmitzi

Sh. parashigae 1—4

Sh. flexneri 1—6

Sh. flexneri X a Y

Sh. boydi 1

Sh. boydi 2

Sh. boydi 3

Sh. boydi 4
*-Sh. boydi 5

Sh. boydi 6

Sh. boydi 7

Sh. boydi 8
Sh. boydi 9.

Sh. sonnei SR -

Polyval. antigen Sh. ﬂexnen (komercni)
Polyval. _antigen Sh. sonnei (komer&ni)

- Pravé predlokti

1. kontrola (bledy erythem 1x2 cm) L
2. Boyd 50.000 (bledy erythem 2 X 3 cm)

3. Boyd-100.000 (bledy erythem 4 x 4 cm)

Levé predlokti: R
. 1. Sonne 50.000 (bledy erythem 2 5 X 2 em)

".2. Sonne 100.000 (bledy erythein 2,2 X 2 cm)

coocooodoococooo

™
! o

© Alergické

" kozni testy
(0,1 ml
intrakut.)

Z tabulky jasné vysvitd, Ze piimy kultivaéni prikaz shigell se nim nezdatil, coz nenf #ad-
nou piekvapujici skutenosti. Isolace shigell ze stolic chronickych dysenterikd, na rozdil od akutné
nemocnych, je stale velkou vzdcnosti, bez ohledu na to, zda kultivujeme ‘v klidovém. stadiu & ve
stadiu akutni exacerbace. Jednim z hlavnich zibrannjch faktori dspééné kultivace shigell v téchto
pfipadech je pfitomnost specifického bakieriofaga ve stolici chronickych dysenteriku Daleko
lehéeji podafi se ze stolic téchto nemocnjch isolace bakteriofaga, &ehoz ]e mo%#no vyuzit jako ne-
piimého diagnostického testu [Sed 14 k] (17). "

Serologické vySetfeni spolu s alerglckyml koZnimi testy a s anamnestickymi
udaji vsak potvrdily, Ze n4a§ nemocny s pravdépodobnosti, hraniici s jistotou,
prodélal pfed rokem akutni shigellosu, vyvolanou u nds mén& b&nym sero-
typem Sh. boydi 3, kter4 nebyla rozpoznana, tedy ani Iecena a ktera'v dusledku'
toho ptesla do chronického stadia.

V této souvislosti zbjvalo vyfe§it pouze posledni otazku a to; do ]ake mlry
souvisi celkem subjektivné i objektivné klinicky malo vyrazni postdysentericka
kolitida s klinicky vyraznou a bézné therapii vzdorujici artritidou.- Odpovéd ra
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tuto otdzku celkem jednozna¢nou nam dal vysledek dosaZeny vakcinou, ptipra-
venou z kmend Sh. boydi 3 a Sh. sonnei.

" Vakcina byla pfipravena b&inym zpisobem. Splachnutim agarovych kultur kmend - Sh:
boydi 3 a Sh. sonnei fysiologickjm  roztokem byly ziskiny suspense a kmeny usmrceny teplem
. (560 C po dobu 30 minut). Suspense byly dile smichdny v poméru 4:1 (Sh. boydi: Sh. sonnei),
Po centrifugaci byla smés resuspendovina do 0,5% fenolfysiologického roztoku a rozdélend”
2 1 cem do 30 ampulek, v nich? densita stoupala v geometrické ¥ad§. Prvni ampulka obsahovala
zhruba 10.000 zirodkid v 1 ml, stoupali jsme a% do davky zhruba 160 mil. zérodkd v 1 ml, kterou
jsme nepfekro¢ili. Kozni testy byly provadény vakcinou, jejff densita odpovidala zhruba 50.000
a 100.000 zarodkd v.1 ml. ) ) : : : .
Therapie byla rozvriena do dvou serif; prvni po 10 injekcich, probihajicf od 24. 2.—20, 4, .
1955, druh4 po 20 injekeich, probihajici od 4. 6.—27. 11. 1955. Casové rozmezi aplikace jednot-
livjch vakein bylo naprosto individualni, zcela podle intensity reakce pacienta, kolisalo od 3—14
dni. Nemocny reagoval na aplikaci vakciny jedno- az dvoudenni atakou prijmi, kdesto artralgie
zistala z potitku prakticky neovlivnéna. Intensita stfevni reakce vzristala zhruba v pribshu .
terapie. UZ viak béhem kratké doby pfi prvnich aplikovangch vakcinich doslo k nipadnému '
- fistupu choroby a zlepfovani celkového stavu pacienta, predevifm zlep§‘eni pohyblivosti.

_ Po skonéeni prvni serie byl pacient zlepsen do té miry, Ze se pohyboval

. zcela normalné, bolesti v kloubech byly velmi mirné a lehce snesitelné, priajmy, -
pokud se objevily, byly bezbolestné. Tento stav se zaéal po Sesti tydnech zhor- °
§ovat a proto bylo rozhodnuto aplikovat je§té jednu serii s dvojnasobnym poétem
vakcin. Therapie byla provddéna stejné individualné jako po prvé, skonéila v pro-
sinci 1955. Od té doby je pacient pod nasi kontrolou, jeho zdravotni stav se
_udrZuje na velmi dobrém stupni, normalné chodi. Bolesti kloubni a obtize stfevni
se obcas projevuji, ale ve zcela snesitelné mife a nenarusuji viibec pracovni schop-
nost pacienta. o ‘ -

»

“DISKUSE

Podle udaji z pisemnictvi byvd u postdysenterické artritidy klinicky obraz
znaéné pestry. Napadné jsou vidy stavajici nebo prob&hlé obtize stfevni. Afekce
kloubni mivaji znaénou $ifi a rozmanitost. Od nejleh¢ich forem mirnych artralgii
jde plynul4 fada az k tézkym, tpornym formam klinicky prokazatelného zanétu,
velmi vzdorujictho jakékoli therapii probihajici léta. Tato forma vede az k ne-
moznosti pohybu, ztrdté pracovni schopnosti a dokonce i neschopnosti vykonavat
- bé%né Zivotni funkce bez cizi pomoci (9, 25). ' :

Se stejnym klinickjm obrazem jsmeé se setkali i u naseho nemocného. Ne-
plné anamnestické ddaje, které nemocny sim pti ptijeti uvedl, nim z poéatku

_ neftkaly mnoho o tom, jak vést patrani o etiopathogenese tohoto onemocnéni.
Teprve v pribehu onemocnéni spravné zhodnocené symptomy chronické kolitidy,
nijak “vyrazné, spolu. s podrobnéj§i anamnesou a bakteriologickoserologickym -
vySetfenim ndas vedly ke spravné diagnose. » . .

- Pokud se ‘ty¢e lokalisace, mohou byt postifeny viechny klouby. Projevy jsou bud mono-
artikularni- nebo polyartikularni. (6, 7) Castéji bjva postifeno vice kloubd. .Kloubni bolesti
mivdj{ zpravidla stéhovavy charakter. Vidime nékdy oboji projevy, urputné setrvavani bolesti
a otoku v jednom aZ dvou kloubech, (9) nejéastéji kolennich a na ostatnich kloubech jevi zmény
st€hovavy raz. Vétsina autori se viak shoduje v tom, 7e nejdfive byvaiji postizeny klouby kolennf,
hlezenni, loketni,” zdp&stni a drobné klouby ruéni. (4, 9) Specificka: zvlastnost postdysenterickjch
artritid je postiZeni takového kloubu, ktery nebjva obvykle pfi ostatnich kloubnich chorobach
postizen, na pi. kloub sternoklavikularni a pod. (1) V nékterjch ptipadech se onemocnéni omezi
jen na jeden a? dva klouby a ptechizi do chronického stadia. (1, 3) U t&z8ich forem se objevuji
Casto rozsdhlé periartikuldrni infiltraty téstovitého charakteru. (5, 13) Intensita bolestf mage byt
mirn4, ‘alei takovd, %e pacient neni schopen pohybu. (13) Jsou rovné&: popisovany vyrony a se-
rosni vypotky v kloubech, (5,.7) obvykle sterilni. Teploty subfebrilni a dokonce i-vyssi skoro vidy
provézeji-onemocnéni. e . ,
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Diagnosa choroby je vidy velmi obtiZna. Myslime ¢asto na primdrni pro-
gresivni polyartntldu nebo na infekéni artritidu jiné etiologie, zvla§té, nejsou-li
stievni obtiZe vyrazné vyjadfeny nebo nejsou-li viibec udavany. Netspéch b&zné
therapie nuti k dal§imu patrani,v anamnese. O obtiZich spojenych s p¥imym
kultivaénim pritkazem shigell bylo uz.svrchu mluveno. Ani serologicka diagnosa
neni zcela jednoduch4, jak se i v naem pfipadé ukizalo. Protilatky se tvofi pozdé
v nizkém titru a relativné brzy titr protilatek klesd. (1, 22) Pfesto viak; jak se
i v naSem piipadé ukazalo, podrobna serologicka.analysa ma svou nespornou
diagnostickou cenu obzvla§té tehdy, je-li doplnéna o alergické kozni testy. Jinak -
o téchto koznich testech, jsou-li uZity osamocené, pifevlddd minéni, Ze nejsou
diagnosticky nijak zvla§té vyznamné. Pro serologickou analysu je vSak bezpod-
mineéné nutné uit zjemnélé metodiky a pouZit oddélenych z1vych antigent, které
pfedstavuji spektrum dnes znamych 27 serotypi shigell.

V pisemnictvi byva ‘diskutovino o vzédjemném vztahu mezi vaZnosti pribéhu akutnf shlgel-
losy a frekvenci vyskytu postdysenterické artritidy. Na pt. Chaudhiiri (7) uvazuje o jakési-
neptimé zavislostismezi vaznosti primoinfekce a’sekunddrni artritidou. Gutzeit (5) pak do-
konce ma dojem, Ze benigné a lehce probihajici akutni shigellosy mkllnu]i k artritickym komphv
kacim daleko ¢astéji nez shigellosy s t¢zkym a véiZinym klinickym priibéhem. ;

Podle naseho uviZeni a vlastnich zku§enosti nenf rozhodu]1c1 pro vznik
artritickjch komplikaci pribéh akutni primoinfekce, nybri zpisob léceni, ktery

"rozhoduje o tom, zda akutni shigellosa piejde nebo nepiejde do chromckeho
stadia. Tim si lze i do jisté miry- vysvetht proé¢ — -jak se obecné tvrdi — u nas
chronické shlgellosy jsou relativné vzacnym onemocnénim.

" Jak jsme u% v avodu uvedli, povaZujeme postdysenterickou artrltldu za ]eden

" ze symptomd chronické shlgellosy Postdysenterické artritidy nebyly dosud- pred-
métem hlubstho zkouméini. Na' nizké nemocnosti chronickou shigellosou u nas
se vyznamne podili dosavadni dspé&snost sulfonamidové 16¢by akutnich shigellos
v nasem prostiedi, na rozdil od zkuSenosti ud4vanych z jinych oblasti svéta. La-
boratornimi vySetfenimi u nis do r. 1952 isoloyanych.a béiné se vyskytu11c1ch
serotypii shigell bylo prokazino, Ze max1malne 4% 1solovanych kmena jsou
absolutné sulfonamidoresistentni [Kratochvilova-Sedlak] (17). Na-
proti tomu sulfonamidoresistence kmend shigell, isolovanych ve valné vétsiné
evropskjch i mimoevropskych stat, se pohybuje v rozmezi 40—98 %. '

S touto otizkou souvisi i otdzka Easového- intervalu mezi akutni fazi pri-
marnich onemocnéni a mezi objevenim se kloubnich symptomi. Tento interval
je s nejveétsi pravdepodobnost1 totozny s dobou potfebnou ke vzniku chronické
faze a ‘pravdépodobné i s dobou potfebnou k sensibilisaci nemocného. Zatim co
na pf. Schittelhelma Schlecht (19) tuto dobu odhaduji na 3—4 t§-
dny, Gounelle a Marche (10) na 2—3 .tydny, a Kufelevskij (9)
na 10—20 dnd, u naeho nemocného se tento interval prodlouzil na jeden rok.
Tim se dostavime k otazce pathogenesy tohoto onemocnéni. Star§i ndzor na post-
dysenterickou artritidu jako na nedplny Reiteriv syndrom neni v pfitomné dobé

. uznavan. (1, 20, 22) Stejné tak je dnes odmitdn starsi nazor, Ze kloubni afekce
je zplisobena invasi shigell do kloubti, ponévadz punktaty bakteriologicky vySe-
tfované byly vesmés sterilni. Hegler (6) za primum movens povaZuje stfevni
infekci a bakteridlni toxiny za pfimé vyvolavatele artritidy. My sami v souhlase
sKu$elevskim (9),Beiglbdckem (1), Youngem(25) aGutzei-
tem (5) povazujeme postdysenterickou artritidu za alergickou ¢i hyperergickou
reakci sensibilisovaného organismu, pfi &emZ alergen tvofi loziskové infekce
v tlustém stfevé chronického dysenterika. Tato nase predstava dobfe odpovida
Siklovym naleziim uz z r. 1920. S ik totiZ prokazal, Ze shigelly u chronickych
dysenterikt i v klidovém stadiu byvaji ukiyty v hlenovych cystich a podsliznié-
nich hlizach tlustého stfeva. :
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Pokud se therapie postdysenterickych artritid tyce, setkavame se v pisem-
nictvi s velkou fadou nejen 1ééiv, ale i lé¢ebnych zpisobii.- Kromé lokalni ( methyl-
salicyl) a fysikdlni therapie byla zkouSena vedle nespecifickjch farmak ( salicyl,
soli. zlata) i specifickd - chemotherapie (sulfonamidy a antibistika) stejné jako
nespecificka i specifickd imunotherapie (12, 21).- ' .

Sami jsme uZitim smiSené kmenové vakciny u naseho nemocného sledovali

dvoji: Jednak dssici specifické desensibilisace a jedhak ovlivnit chronicka infekéni
loZiska na sliznici tlustého stfeva. Vysledek ukazal, e i kdy# se nim zcela ne-
podatilo nemocného tplng zbavit kolitickjch obtizi, i pfedtim malo vyraznych,
zbavili jsme ho -prakticky obtiznjch alergickjch symptomd artritickych.
: V 'zdvéru naleho sdéleni chceme s hlediska ‘bakteriologického zdiraznit, ze
bakteriologicka diagnosa postdysenterické artritidy, byt byla velmi obtizna, je
mozna, i kdyZ -se nepodafi isolovat etiologického pivodce. Privé u naseho
nemocného jsme klinickou diagnosu ovéfili serologicky a koznimi testy. K sero-
logické diagnostice-je nutno bezpodminééné pouzit metody agglutinace s pouzi-
tim Zivého antigenu s celym spektrem dosud znamych serotypi. Vysledka ziska-
nych serologickou ‘analysou pouZijeme ve vybéru antigeniti pro kozni testy.

V této souvislosti je ‘moZno téz uvazovat o isolaci specifického’ bakteriofaga,

kterou jsme neprovadgli, . .
' S hlediska klinického chceme upozornit na to, e pi bézném vysetfeni mize
' - primarni- onemocnéni. lehce uniknout pozornosti lékate, stoji-li v - pspfedi

symptomy kloubni ‘a’ néud4va-li sim pacient obtize stievni proto, Ze jsou mi:

nimalni, pacient si na né zvykl a nevidi souvislost mezi obéma projevy charoby.

V takoévém piipadé je nutny podrobny klinicky rozbor celého onemocnéni véetné
spravné anamnesy u viech artralgii nejasné etiologie a vzdorujici b&#né therapii.

' Démnivame se, Ze studium vyskytu artralgii u zjevnych kolitid ve velkém

materidlu gastryenterologi stejné jako studium vyskytu nevyrazngch kolitickych

symptomil u fady artritid nejasné etiologie ve velkém materiile reumatologi by

ukdzalo, Ze v mnoha pfipadech maji stfevni a kloubni obtize spole¢nou pfi¢inu

a ze vyskyt pcstdysenterickych artritid je daleko Cast&jsi, nez by se v-béiné lé-

kafské praxi zdalo:

T SOUHRN S

- Autoti na piikladé vlastniho, jimi pozorovaného a lé¢eného piipadu postdysenterické artri-
tidy pojednivaji o etiopathogenese, klinickém obrazu, frekvenci vyskytu a vztahu tohoto kloubniho
onemocnéni k Reiterovu syndromu. . ' ' S

. Autofi diskutuji o otizce pathogenese infekénich artritid neznimé etiologie a domnfvaiji
se, e postdyseritericks. artritida je projevem hyperergické reakce sensibilisovaného organismu,
pii CemzZ alergen’tvoii loziskova infekce v tlustém stievé chronického dysenterika.

- Upozoriiuji na diagnostické obtize, klinické i laboratorni. : .

Na svém piikladé ukazuji, e diagnosa v pfipadé selhani kultivaéntho prikazu etiologic+

kého pivodce je uskutetnitelnd zjemnélou serologickou metodikou ve spojeni,s koZnimi aler-

gickymi testy. - -

) Na zékladg vysledkd. serologické analysy i koznich testd zavedena Uspé§ni therépie smi-
Senou . vakcinou Sh. boydi 3:a Sh. sonnei, kterou se podafilo nemocného desensibilisovat a tim
zbavit jeho artritickych, obtii, které vzdorovaly dosud pouzivané therapii.

. PE3IOME’

K Bonpocy RHAarHOCTHKH M TepanHM MOCTAMCCEHTEPHUECKUX apTPHTOB

” ABTOpHI Ha IpHMepe HMH HaAGJIIOAAHHOTO M JIEYEHHOrO CJyYasi AHCGEHTEPHIHOrO apTpura o
pasGupaioT BOMPOC 06 3THOMATOTeHese, KIMHHYECKOi KapTHHE, BCTPEYaeMOCTH H OTHOIIEHMH

' 3TOrO CyCTaBHOTO 3a6ONEBAHHS K CHHAPOMY Reiter. ’ .
ABTOpH JHCKYTHPYIOT BONPOC MATOTEHE3a MHGMEKUHOHHHX apTPHTOB HE3HAKOMOH STHO-
JIOTHH H MOJIAraloT, YTO MOCTAUCCEHTEPHIHEIH apTPUT ABJSIETCS NPOSIBACHHEM THIIepeprHyecKok
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peaknuu CeHsHGHJIM3MPOBAHHOTO OPraHM3Ma, NpH 4eM aJyIepred sABJASETCA NPOLYKTOM  04aro-
BOil HH(EKLUHH B TOJCTOH KHillKe GOJILHOTO XPOHHYECKOIl AHCCEHTEPHEH. ’ L
ABTOpH! 06paLIAIOT BHEMAHHE Ha AHATHOCTHKY, KMHHHYECKHE H na6opaTopHbie TPYAHOCTH.
Ha cBoeM mpHMepe OHH NOKAa3blBalOT, YTO B C/yyae HeyAaud KyJAbTHBALMOHHOrO AOKa3a-
TeNbCTBA TOX/ECTBA BO3GYAMTENS, AHATHO3 OCYILECTBHM YTOUHEHHOH CepOJIOTHYECKOH MEeTOA -
KOil B COEAMHEHHH C KOXHBIMH aJleprHuecKHMH NPoSaMu. L :
. Ha OCHOBAHHH Pe3yJIbTAaTOB CEPOJOrHYECKOrO aHATH3a M KOXHHIX NMPOG 6bla ¢ yCrexoM
BBEfeHA Tepanus CMellaHHOil BaKuuuoil Sh. boydi 3 u Sh. sonnei, npn noMouH KOTOpOH yAa-
J10Cb GOJILHOTO JeCeH3HOUIR3HPOBATh H TAKHM O6PA30M JIHLIHTL €ro apTPHTHYECKHX 3aTPyAHe-

HHii, KOTOpble YNIOPCTBOBANM A0 TOTO BpeMeHH ynotpeCGisieMoil TepanHH.

-SUMMARY
A Contribution to Diagnostic and Therapy of Postdysenteric Arthritis

Taking a case of postdysenteric arthritis observed and treated by themselves for a ground,
the authors discuss the etiopathogenesis, the clinical picture, the frequency and the relation of this
arthritic disease to the syndrome of Reiter. ‘ ’ R -

i They discuss the question of the pathogenesis of infectious arthritis of urknown etidlogy,
and suppose that the postdysenteric arthritis represents a manifestation of hyperergic reaction of
sensitized organism, allergen being formed by the focal infection in the colon of a patient with
chronic dysentery. - ' .

- The authors point out the clinical and laboratory difficulties of the diagnostic.

They ‘show on their own -case that it is possible to establish the diagnosis by refined serologic
methods in connection with allergic skin tests also. when the cultivation proof of .the etiologic
agent fails, : . : . L o

. On the ground of results of serologic analysis and of skin tests a successful therapy was
introduced by -a mixed vaccine of Shigella boydi 3 and Shigella sonnei, by the ‘use of which it was
possible to disensitize the patient and so to set him free from his arthritic_trouble which resisted

the therapy used up to this time. -
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CISTENI KO.NTAMINOVYCH_ KULTUR LEPTOSPIR
MEMBRANOVYMI FILTRY

JAN POKORNY 2 OTTO HAVLIK

P¥i kultivaci leptospir, at ve sbirkach kmen@ uréenych pro diagnostiku nebo
pfi isolaénich pokusech ¢asto zjistujeme, ze kultury jsou znegistény bakteriemi,
plisnémi nebo kvasinkami. Pfi isolaénich pokusech z reservodrovych zvifat to
byvé ‘zavinéno primarnim zne¢i§ténim ockovaného materialu (ledvin), zejména

- pii kultivaci ze zvifat usmrcenych nébo uhynuljch’ pted delsi -dobou. Aviak i ve
sbirkdch kmend je snadno mozni kontaminace bud pii preotkovani nebo z ne-
sterilnich pdd, protoZe zikladni slozkou viech pid pro péstovani leptospir je
nativni kraliéi serum, které nelze pro tento el sterilisovat. . ‘

Bakterialni zneci3téni kultury se mie projevit potlagenim riistu nebo aplnym
vyhynutim leptospir. Aviak i.v pipadech, Ze mikroby neovliviiuji p¥imo rdst
leptospir, je jejich_ptitomnost nezadouci zejména pfi pokusech imunisacnich a se-
rologickych i pfi odeditani aglutinace-lyse v zastinu. N .

Ze vytistén{ kontaminovanjch kultur je pro leptospirologické laboratofe prvotadym pro-
blémem, svédéf fada ietod, které byly vypracovany ha riznjch pracovistich. Snad nejuzivanéjsi
metodou &i§téni je t.'zv. filtrace zivym filtrem podle Schiiffnera. (8) Moréeti se vstiikne intra-
peritonedlné 0,5—1,0'ml dobfe rozrostlé kultury a za 10 minut se odebere kfev ze srdce-na -kulti-
vaci. VyuZivd se pfi tom zkuSenosti, Ze leptospiry pronikaji z peritonealni dutiny do "krevniho
ob¢hu daleko rychleji nez bakterie. Tato metoda .je sice pomérné WGspéini, je viak znaéné na-
kladni a positivni vysledky dosihneme jen v-malém procentu pokusi. Proto pouzil Té&rskich (11)
a n&ktefi dal§f pracovnfci misto mordat bilych my3i. Bilé mysi jsou viak pro podobrné.pokusy
zdsadné nevhodné, protoze je zndmo, Ze jejich chovy jsou &asto zamofeny sponténni leptospirosou,
bud druhem L. ballum [Schiiffner-Bohlander] (cit. podle‘ 13), Borst-Ruys-Wolff (1), Frenkel (cit.
podle 13), Fraga de Azevedo-Valente-Queiros (4),” Kraminskaja-Eksin (6), u nis Kmety -a ‘B
Pokorny] mebo i L. sejroe [Sebek] (10). Tato: zjisténi nejen e viibec vyluéujf moznost- pouZit
bilgch my3i k purifikaci, ale uvadéji v pochybnost i identitu viech kment, které byly jiz touto me-
todou &itény. . o .. . ) -

Stavitsky (9) se pokusil vyéistit kontaminované kultury ptidavkem sulfonamidd, kieré .na
léptospiry nepisobf. BohuZel lze timto zplisobem odstranit pouze ty druhy bakterii, které jsou
"na - sulfonamidy citlivé a kultury byvaji nejastéji znediStény druhy sulfonamidoresistentnimi
(vzdusné sporulujici mikroby, plisné a pod.). U nas dosahl uréitych tspéchi s &isténim kultur lepto-
spir sulfonamidy Cerva (2). - ‘ o . il )

Pokusy s filtraci znedi§ténjych kultur Seitzovymi filtry nebo ‘Chamberlandovymi svi¢kami
jsou rovnéZ .neuspokojujicf, protoze vlivem adsorpce prochizi pouze nepatrné mnoZstvi leptospir
a nelze proto Cistit $patné rostouci kultury. Kromé toho bylo zjisténo, ze filtrace uvedenymi filtry
nepfiznivé ovliviiuje rist leptospir [Pokorny-Jirovec-Havlik] (7).

~ Jak je vidét, nebyla dosud Z4dni metoda &i§téni Gplné uspokojujici. Z to-
hoto divedu jsme se pokusili vyéistit kontaminové kultury leptospir filtraci t. zv.
membrdnovymi filtry, jejichZ pouZiti v mikrobiologické technice doznalo v po-
sledni dobé znaéného rozsifeni. . ‘
METODIKA?*)

Membranové filtry jsou velmi jemné filtry (tloustka je pouze 150—180 &) z esterd celulosy
o priméru 30~60 mm, s nejrizngj§i svétlosti pérd, od 0,005 u do 5 , vyrabéné zatim v nékolika
stitech’ (SSSR, USA, Anglie, NSR). K na$im pokusim jsme pouzili filtry od fy. Sartorius Werke

) ") Za Zetné rady a technické pfipominky k praci s membréanovymi filtry dékujeme na tomto
misté Dr V1. Serému z UEM.
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A. G. Géttingen, které jsou znaceny &isly 1~10 s uddnim maximalni a stfedni hodnoty péri.,
Pro nadi priaci jsme méli k disposici filtry & 1 (stfedni- velikost péra 0,6 w, maximilni 1,0 "),
2.(0,4 £—0,8 p), 3 (0,3 u—0,5 u), 8 (0,015 #—0,025 1) a 10 (0,005 ,~0,01 ).

K pokusim s membranovymi filtry jsme pouZili Seitzovych pistrojii na filtraci o priméru
30 mm. Cely apardt.i s gumovou zatkou, aviak bez gumového tésnictho krouzku a bez filtru, byl
sterilisovan v autokldvu 30 minut pfi 1,5 atm. Tésné pred filtraci byl tozbalen a nasazen na ste-
rilnf Blackovu nadobu. Potom byl do piistroje vlozen mékkou. pincetou vysterilisovany mem-
branovy filtr utésnény gumovou vloikou a pfipojena vyvéva. Membranové filtry (a gumové -tésnici
krouzky) jsme sterilisovali varem v destilované vodé po dobu 20 minut.

Vlastn{ filtrace probihala tak, Ze nejprve se zapnula vyvéva, aby membrana dokonale pfi-
Inula k podlozce a potom byla pasteurovou pipetou nakapivina zkouseni kultira po maljch kvan-
tech do stfedu filttu. Tento zpisob je vyhodny, protoze ne vidy se podaii utdsnit dokonale mem-
brinu na celém obvodu, kters se pak mize u kraje zbortit a trhlinami se muze tak dostat do
filtrdtu malé mnozstvi kontaminovaného materiilu. . i

Mnoizstvi kultury, kterd byla filtrovdna, se pohybovalo kolem 1—3 ml, podle stupné konta-

" minace. Je-li kultura leptospir siln& prerostld, je lepsi filtrovat mensi kvanta, pfipadng kulturu
zfedit, protoZe péry membrany se brzy ucpou a filtr mize prasknout.

Pfi vlastnich pokusech jsme postupovali takto: Kultury leptospir byly nejprve prohlédnuty
v zéstinu a zhodnocen jejich rist. Potom byla kultura naotkovina na bouillony a na krevni agary,
které byly inkuboviny jednak pti 370 C, jednak pti 230 C, abychom uréili, &im je kultura zne-
CiSténa. Po filtraci jsme prohlédli filtrdt v zdstinu, abychom zjistili, zda leptospiry proly filtrem.
Filtrat jsme soucasné naotkovali masivné do n&kolika rourek Térskichovy pidy a opét na bouillon
a krevni agar pro kontrelu sterility. Subkultury leptospir byly prohlizeny 4. den, byl zhodnocen
rist leptospir a soufasné provedena jeité jednou zkouska sterility. Po odeétent obou zkousek ste-
rility a opakované kontroly riistu leptospir byl pokus ukonéen. ’ G- -

VYSLEDKY :

. Hlavnim tdkolem "nadi price bylo nalézt filtr o takové. velikosti péra, aby
leptespiry prochazely, ale ostatni elementy byly zachyceny. Zahajili jsme pokusy
s membranovymi filtry ¢ 10, které maji max. péry 0,1 u a s filtry. & 8, které maii
maximalni péry 0,25 p. Uz prvé pokusy s purifikaci kultury L. canicola Utrecht
IV, kterd byla zneciSténa Staph. albus, ukdzaly, e témito filtry leptospiry ne-
prochazeji. ‘ . C R -

Proto jsme vyzkouseli filtry s nejvé&tsimi péry, a to ¢ -1 (max. 1 u), ¢ 2
(max. 0,8 1) a €. 3 (max. 0,5 u). K. pokusiim jsme pouzili kulturu L. benjamini;
kontaminovou nepathogenni vzdu$nou gramnegativni ty&inkou a kulturu L. ca-
nicola, uZitou uz v prvych pokusech a znedisténou Staph. albus. Vsechny po-
kusy jsme opakovali tfikrat a zjistili jsme, Ze leptospiry prochazeji viemi uzitymi
filtry, gramnegativni tyéinky pouze filtry & 1 a 2, kdeito filtr & 3 je spolehlivé
zadrzi. Naproti tomu Staph. albus prochazel i filtrem ¢. 3. Rést vy¢isténé kultury
L. benjamini byl velmi bohaty, podstatné lep$i-nez v pavodnich kulturach.

, ProtoZe jsme neméli k disposici filtry ¢. 4, které by patrné byly pro zadrzeni
Staph: albus nejvhodnéjsi, pokusili jsme se problém vyfe§it jinym zpisobem.
Opakovanym vyvafenim se totiz péry membranovych filtrii smrituji a bylo tieba
nalézt nejvhodnéjsi dobu vyvéfeni filtr, aby leptospiry jesté prochézely, ale
byly zachyceny viechny ostatni mikroby. Radou pokusii jsme zjistili, ze filtry
¢. 3 maji optimilni velikost péri po trojim vyvafeni vidy po dobu 20 minut.
Takto preparovanymi filtry se podatilo zbavit kulturu L. canicola piimési sta-

. fylokokd. Stejného vysledku jsme dosahli i filtraci pfes dvé membrany & 3, vy-
vafené pouze 20 minut. Zde jsou v3ak ztraty leptospir vlivem vétsi adsorpce pod-
statné vétsi, ... - - .

‘Po zji§téni nejvyhodnéjsiho filtru jsme zah4jili seriové ¢i§téni vsech konta-
minovanych kmend, které sé nalézaly ve sbirce UEM. V tabulce jsou shrnuty
vysledky ¢isténi 15 namatkové vybranych kment, u kterych byl zjistovan druh
mikroba, kterym byla kultura kontaminovana. Zjistili jsme, e tfikrat vyvafo-

'
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. 'vané hltry & 3 zadrii naprosto spolehlivé zneclsfu]m mikroby bez ohledu na
-druh, kdezto leptospiry prochaze]1 a v subkulturach rostou velmi dobfe.

Vzhledem k tomu, Ze nase pokusy ukazaly, 7e preparované filtry zadrzi vie-
chny mikroby, nezllsfovah jsme uz v dal§i praci druhy kontaminujicich mikrobu,
ale omeézili jsme se pouze na kontroly sterility filtratu a subkultur. Celkem jsme
timto zptisobem vygistili vice nez 30 kmend leptospir z nai sbirky.

P#i uréovani kontaminujicich mikrobd jsme zjistili skutednost, kterd neni
bez vyznamu pro praci s leptosp1ram1 Jak je vidét z tabulky, nerostla vétSina
mikrobii vibec pti 37° C, kdeZto pfi 23° C wvyrostly viechny, i kdyZ rist trva
nékolik dni. Domnivame se proto, Ze kontrola sterility Zivnych pid pro lepto-
sp1ry inkubaci 24 h ptfi 37° C, jak ji doporucup néktefi auto¥i [Wolif] (13),
nema prakticky zadny vyznam a naopak muze vést k omylum Daleko dile
je podle naseho nazoru nékolikadenni inkubace ptd pfi 23° C, resp. pfi poko-
jové teploté, nebo jesté lépe vyockovani zkoudenych pid do boulllonu protoze
zde se eventuilni kontaminace projevi daleko zfetelné&ji (zdkal, sediment), neZ
‘v plidach pro péstovani leptosplr

Zavérem nasi prace lze ¥ici, Ze zkouSeni metoda purlflkace znec1§tén§éh
kment leptospir pomoci membranovych filtri se plné osvéd¢ila a nad viechny

.ostatni metody vynika snadnostL rychlosti a ]ednoduchym provedenim.

SOUHRN

1. Protoze dosavadni metody &isténi kontaminovych kultur leptospir néjsou uspokojujfci,
pokusili se autofi o vytisténi kultur pomoci membranovych filtri. K pokusim se uzilo filtri Sarto-
rius-Werke, Gottingen oznadenych ¢&isly 1, 2,3, 8, 10. Filtrace se provédéla na Seitzovych aparé-
tech o praméru 30 mm za uZitf vyvévy. :

2. Pokusy ukazaly, ze filtr & 3 ‘o pramérné velikosti pérd 0,3 « a maximilni vehkostx 0,5 u
<adrzi spolehlivé plisné, kvasinkovité mlkroorgamsmy a vzdusné sporulu]ici tyCinky, ale nezadrii -
koky (Staph. albus). ' ‘

3. Leptospiry prochazeji témito filtry velmi dobfe, jsou vsak zcela zadrieny fxltry ¢ 8 (max
wvelikost péri 0,025 w) a ¢&. 10 (max. 0,01 ). - -

4, Stafylokoky se podafilo odfiltrovat na membrandch & 3, které byly povafeny 3X po
dobu 20 minut, éim# se’ péry filtru zmensily na optimalni- vehkost Ne]vhodnejsl by patrné byly
Hiltry & 4, které viak autofi neméli k disposici.

5. Celkem bylo touto metodou vycisteno 30 sbirkovych kmeni leptosplr Prakticky v3echny
leptospiry rostly, po vyisténi podstatné lépe nez v kontaminovych kulturach. Vysledky 15 pokusu.
pFikterych byla urdovana znegistujict flora, jsou shrnuty v tabulce.

6. Kontroly sterility ukizaly, Ze vétSina kontaminujicich mikroorganismi neroste vibec pfi
370 C. Autofi proto doporuéuji pfi kontrolach sterility Zivnych piid pro leptospiry inkubaci pfi
230 C po dobu nékolika dn@, protoe negativni vysledky pfi 370 C mohou vést k omylam. Je§té
lépe je preockovat zkousenou pidu do bouillonu a inkubovat pfi 230 C po dobu ‘nekohka dny,

- protoze zde se kontaminace projevi lépe a zfetelngji neZ v pudach pro leptospiry.

PE3IOM E
‘OuHieHne KOHTAMHHHPOBAHHBIX KYJLTYP nemocnup C MOMOIbI0 MeMOPaHHbIX (GUALTPOB

1. Tak KaK g0 CHX NOP NpHMeHseMble MeTOAH OUHIIEHHA KOHTaMHHHDOBAHHbIX KYJBTYP
(JIeNTOCIIUD He SBJSIOTCS YAOBJAETBOPHTEJIbHBIMH, aBTODbI MOMBITAMHCh OYHCTHTb 3TH KYJbTYDhI
npH nomowy MeMGpaHHbIX GuAbTPoB. K onbitam ynorpebasinchk (uAbTPe OT Sartorius-Werke,
Géttingen, oGosnayeHHble HoMepamu 1, 2, 3, 8, 10. ®unbTpauus coBepiianach Ha anmaparax
Cersa nuamerpoM B 30 MM npu ynorpeGJleva BO3AYLIHOTO. HacOCa.

2. OnbrThl MOKa3aH, 4to guabTp Ne 3 ¢ mopamu B 0,3 u B cpeanem u B 0,5 u MaKkcHManb-
.Oil BENHYHHBI HAJEKHO 3aJ€PXKHBAET IJIeCHeBble 'TDHOKH, APOXKIKeBble TPUOKM H CIOPYJH-
pylolie ManouKH K3 BO3AyXa, HO He 3aJepKHBaeT KOKKOB (Staph. albus).

3. JlenTocnups npoxoum 3THMH (UIBLTPAMH OYEHb XOPOIUO, HO OHH COBCEM 3a[EePXH-

. Balorca ¢uabTpamu Ne 8 (MakcuManbHbit pasmep nop — 0,025u) u Ne 10 (Makc. pasmep —
10,01 u) T
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4. Cradunokoxkku ynanoch oruAbTPOBaTb Ha MeM6panax Ne 3, KoTophie GHUIH TPH pasa
BCYHYTBI'B KHIIAYYI0 BoAy Ha 20 MHHYT, YTO yMeHbilaeT NOpel (UILTPA Ha ONTHMaJbHEIH pa3-
mep. CaMbIMH yAOOHLIMH, NOBHAHMOMY, Gbliu 6bI cpmmpu Ne 4, KOTOPLIMH "OZHAaKO' ABTODHL:
HEe PaclopsKaIi.

5. DTHM MeTO:OM oOuMmIeHb Bcero 30 ITaMMOB JENTOCIHP U3 KOJMIEKIHH, HHCTHTYTA.
TlpakTuueckn Bce WITAMMBI POCIM IOC/IE OYHIIEHHS HAMHOTO JIyyllle YeM B KOHTAMHHHDOBaH-
HBIX KynbTypax. Pesysbrarkl 15 ombiToB, npu KOTOPLIX Onpefiesisiach 3arpssHsomas ¢dnopa,.
* IOXaHbl B Tabjune,

6. HcnpoGosanuniii Merog nypncpnxaunn KOHTAMHHHPOBAHHBIX ITaMMOB oKasancs
BIIOJTHE NMPHTOHBIM H B CPABHEHHH CO BCEMH 10 CHX NOP IPUMEHSIeMbIMH METOAAMH OTJIHUAeTCs
YAOGHOCTEIO, CKOPOCTBIO H TIPOCTOTO. .

.7. TlpoBepKH CTepHALHOCTH MOKA3ajiH, 4TO GOJBLIHHCTBO 3arpa3HAIOLHX MHKPOOpI‘aHHS—-
MoB He pactyT BooSuwie npu 37° C. ABTOPbI CJI€IOBATENbHO DEKOMEHAYIOT MOJb30BaTbCs TNDH.
TIPOBEPKAX CTEPHILHOCTH MHTaTeNbHbIX cpell HuKyGauueit npu 23° C B TeueHHe HECKONBKHX Cy-
TOK, 4 He fipu 37° C, KaK PeKOMeHJOBaHO B AHTEpaType. HeraTnBHue PesynbTaTsl IIPH KYJbTH- °
Banuu npu 37° C MOryT 10BecTH K GIHGKaM NpH oneHKe CTepHJIbIIOCTH Ewe nyyuie népenectu. .
NONONLITHYIO Cpeay B 6ynboH M HHKYGHPOBaTb B TeYeHHe MATH CYTOK, TAK KaK 3/1eCh 3arpss-
HeHHe NOKasblBaeTcsl siyuile H.6osee SICHO 4eM B CPeax AJsl BHIPAMIMBAHHA JIENTOCHHP. . °

- SUMMARY o
Purification. of Contaminated Cultures of Leptospirae with Membrane Filters

_ -1. As the usual methods of purifying contaminated cultures are not satisfactory the authors
attempted purifying them with membrane filters. In the experiments filters from Sartorius-Werke,
Géttingen, marked 1, 2,.3, 8, 10, were used.
. 2. The expériments showed that the fllter No 3 w1th pores 0,3 u in diameter on an average
’ and. 0.5 u maximal size safely retain Fungi, yeast- hke organisms. and sporulating rods from the
air, but would not hold back cocci (Staphylococcus albus). . ?

- 3. Leptospirae. came through the pores very well, but were rehab]y capt back with the ﬁlter
No 8 (maximal size of pores*0, 025 #) and No 10. (maxunal size 0,01 w).

4. Stophylococci were successfully tetained by membranes No 3, thCh were boiled three-
times for 20 minutes, the pores ‘diminishing- thus to the. optimal size. Filters No 4 would have
probably been most suitable, but the authors were not in possession of them.
~ .5. Thirty strains of Leptospirae from the Institute’s collecthn were purified. by this method.
Practically .all the strains grew substancially better after the purification than in the contaminated.

cultures. The results of 15 experlmems in which the contaminatmg flora was determmed are given. -
in the Table.

6. The tested method for purifying contaminated strams proved to be very good and by
reason of its fac1]1ty, promptness,” and simplicity it is superior to all the other methods in use' at
present. .
. 7: Sterility controls showed that most contammatmg mlcroorgamsms did not grow at al}
at 370 C.. The authors accordingly recommend an incubation at 230 C for several’ ‘days in sterlhty
controls of media instead of the incubation at 370 C as advised “usually in the literature. It is still
preferable to transfer the medium under trial into bouillon and incubate it at 230 C for 5. days, as
the contamination shows in it more clearly and is more distinct than in media for growing Lepto-
spirae.
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Cs. epidemiologie,
mikrobiologie, imunologie
VI - 3 - 1957

Katedra epidemiologie 1ék. fak. hyg. KU v Praze, Ustav epidemiologie a mikrobiologie v Praze,
feditel prof. Dr K. Ragka

"POUZITI BEZNYCH DESINFEKCNICH PROSTREDKU
A DETERGENTU PRI DESINFEKCI PATHOGENNICH
HUB

JIRT MANYCH a JAN POKORNY

Problematika onemocnéni pathogennimi houbami je v moderni dobé& stile
2ivejsi, coz je zplisobeno nejen zlep§enou diagnostikou téchto chorob, ale i sku-
teénym vzristem jejich vyskytu, af uz se jednd o-dermatomykosy nebo o hluboké
mykosy mnohdy vazné ohrozujici zdravi lidi i zvifat. Jednim z dualeZitych ¢&ini-
teld v boji proti rozsifeni chorob zplisobenych pathogennimi houbami je véasna
a spolehliva desinfekce, zvla§té v mistech vhodnych pro dlouhodsbou persistenci
pathogennich hub, a pfedeviim tam, kde se desinfekce doposud provadéla nedo-
konalymi metodami, jako na pf. ve spoleénych umyvarnach, laznich a pod.

Nage pokusy mély ukazat, do jaké miry G€inkuji u nds -béiné pouZivané
desinfekéni prostfedky na pathogenni houby. Pokud by se tento aéinek podafilo
prokazat, vytkli jsme si jako dalsi dkol najit jednoduchy a laciny zpusob, jak
tyto fung1c1dm vlastnosti potencovat a prakticky vyuzit. Samozfejmym pozadav—
kem pfi tom bylo ze antibakterialni d€innost zistane plné zachovana.

MATERIAL A METODIKA

. Testovany byly tfi b&iné usivané desinfekéni prostfedky, Chloramin, Ajatin a Famosept.
Viechny se zkousely v postupnych zfedénich, a to Chloramin a Ajatin v 0,5%, 1%, 2%, 3% a 5%
koncentraci,, Famosept byl testovan v fedéni 1:10, 1:20, 1: 30 a 1:40. Jednotliva fedéni byla zkousena
v exposici 10, 15, 30 a 60 minut.

‘Po pfedbéinjch pokusech s &istymi substancemi jsme k daliim pokusim o potencovam
desinfekéniho Géinku pouZili Chloraminu a Ajatinu. - .

K zvySeni @éinnosti Chloraminu jsme pouZzili dvou metod:

1. Pfimého aktivovini testovacich roztokii Chloraminu chloridem amonnym a siranem
amonnym, Pracovali jsme pfitom se tfemi koncentracemi 0,5%, 1% a 2% pfi exposicich 1,2, 3,4,
5, 10, 15 a 30 minut. Aktivatory, t. j. chlorid a siran amonny, jsme prldavall do pfedem pnprave-
nych roztokda Chloraminu v poméru 1:1 t8sné pfed pouzitim.

2. Kombinace Chloraminu s detergentnimi litkami typu laurylalkoholsulfonit sodny, ob--
chodnf ndzev .Syntapon L a cetylalkoholsulfonat sodny, obchodni nizev Syntapon CP. K testovani
Chloraminu ve smési s detergenty jsme volili tytéz koncentrace jako pfi testovani samotného
Chloraminu, t. j. 0,5%, 1%, 2%, 3% a 5% s exposicenii 10, 15, 30 a 60 minut, pfi éem% byly
testovany tfi SarZe smési, v nichZ byl detergent zastoupen 1%, 3% a 5%. Smés byla ptipravena
vidy tésné& pred pokusem. .

Kombinace Ajatinu s uvedenymi detergentmml latkami nenf vhodna coi lze snadno vy-
$vétlit vzdjemnou neutralisaci G€inka obou latek.

Jako testovaci organismus jsme zvolili Trichophyton gyp_seum interdigitale v 15denni kultufe
masivné naodkované na Sabouraudiiv dextrosovy agar. Testovni jsme provadéli metodou podle
Rasky, t. j. agar s narostlou kulturou se sterilnimi néstroji rozkraji na &étverce o plose 0,5 cm?, Jed-
-notlivé blotky se vhodi do 5 ml zkousené litky a po piisluiné exposiénf dobé-se pfenesou sterilni
klickou do zkumavek s 5 ml glukosového bouillonu. Po desetiminutovém proprani byly blo¢ky po-
rostlou plochou pfiloZeny na povrch Sabouraudova dextrosového agaru a pozorovidny 21 dni pfi
pokojové teploté,
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VYSLEDKY

Ze samotnych desinfekénich prostredki se ukazal jako rlejlep Ajatin, ktery
-mé v.5% roztocich tplnou zdbranu ristu uz pfi 10minutové exposici. V-niziich
koricentracich’ nastava zdbrana teprve pfi prodlouzem exposiénich dob. Viz tab 1.

Tabulka. 1. o Tabulka 2
Ajatin | 10° | 15" | 30/ o0 fcm'or;min' w | 15 | 30 | 6o
0,5% + L+ |+ 0% + |+ + )
1% + - - 1% + | + - '
2% o B e 2% [ S
3% . |+ | = | - | - % e
5% -l - -1 - 5% + | £ | - | -

vus

Chloramin potfeboval k potlaéeni ristu vysiich koncentraci-a delsich exposic,
jak ukazuje tabulka 2. Pokus s Famoseptem, jak vysvita z tab. 3., uk4zal velmi sla-
bou fungicidni Géinnost tohoto prostfedku, proto bylo od dalsich pokusi s nim

upusténo. :
7 . . Tabulka. 4. Chloramm aktlvovuny chlondem
Tabulka 3. - S resp. siranem amonnym.
Famosept | 10° | 15" | 30’ | 60’ ' e ls | a5 | 107157 (307
1:40 | 4 B N B X A A A A e e e
S 1:30 |+ + - 1% - |=|=|=|-1-|—-|=]|~ -
1:20 4 + _— 2y === =]~ =1=
1:10 + |+ 1T+ | -

Pokusy s aktivaci Chlorammu amonnymi solemi davaji velmi dobré vysledky,
pEi &em# neni vitbec rozdilu’ p¥i pouziti chloridu nebo siranu amonneho jako akti-
. vatoru. Tab. 4. .
Tabulks 6. Smés l% Syntapon L pasty

_- _ Tabulka 5. ' - © se stoupajicim fedénim Chloraminu..
ng::spt(;n 10 | 157 | 307 | 607 120 T | 18 3;)’ | 60"
0.5% + |+ + |+ 0,5% + - - .
1%. Fl |+ +]+] ] % e+ ] - |-
2% S ol B S IR e 2% + | -1 -1 - ‘
3% +l+ [+ -] = 3% i e e
5% N I O I : : 5% B - - .
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Pfi hleddni nejvhodnéjsiho detergentu ze skupiny Syntaponi se ukazala jako
nejlepsi Syntapon L pasta, kterd uZ sama o sobé ma slabé desinfekéni néinky, jak
dokazuje tab. 5. a ktera se csvéd¢ila i ve smési s Chloraminem.

.Vysledky testd ukazuji na velmi dobré fungicidni vlastnosti smési, kterd ve

3% a 5% koncentraci Syntaponu L déinkuje ve viech fedénich uz za 10 minut.
Zkouseny 1% Syntapon L se ukizal byt Géinny jen ve vyss1ch ksncentramch Chlo-
raminu nebo pfi del3ich expos1c1ch Tab. 6., 7., 8. »

. Tabulka 7. Smés 3% Syntapon i pasty - Tabulka 8. .Smés 5% Syntapon L pa,sty:' )
8o stoupajicim fedénim Chloraminu.’ - se stoupajicim feddnim Chloraminu.

10| 15 30 | 60 | | S100 | 15 | 307 | 60,

DISKUSE

‘K popsanym pokusum nas vedla snaha nalézt co ne]spolehhve]s1 a jedno-
duchy zplsob asanace vzhledem k pathogennim houbim’ Ugelnost na§ich zkousek
potvrzuji vysledky s klas1ckym1 desinfekénimi prostfedky, kterjch se bézné psuziva
a z nichz Famosept je na pathogenni houby téméf nedéinny a Chloramin jen pi
dlouhych exposicich a ve vyssich koncentracich. Casteéné vhodny je pouze Ajatin,
jehoZ pouziti pro asanaci vét§ich plzch je viak velmi neekonomické.

Velmi dobré vysledky ziskané s aktivovanymi chlorovymi preparaty umoziuji
jejich pouZiti pfi rychlé asanaci, protoze Géinkuji i v nizkjch koncentracich témég
okamzité. Nevyhodsu této metody je ovSem to, Ze se musi provadét naprosto presné
a pracovni roztoky se musi pfipravovat vidy tésné pted pouZitim, nebot nekohka-
hodinové roztoky ztraceji téméf Gcinnost.

2 4 ve

Smési Syntaponu L a Chloraminu maji vedle vyscké Géinnosti tu vjhodu, Ze
jsou stalé a je mozno je pfipravovat do zdsoby. Hodi se viborné k asanaci vétich
ploch, protoze vedle jejich zna¢ného desinfekéniho piisobeni se uplatiiuje i Géinek
mechanicky, nebot velmi dobfe myji. Hodi se i k desinfekci rukou s jedinou pouze
nevyhodou, Ze vysuiuji pokozku, éemuZ lze ovSem snadno pfedejit pouzmm vhod-
ného mastného krému. ' : - :

SOUHRN

Byla zji§fovana pouzitelnost Chlorammu Ajatinu a Famoseptu v desinfekei proti pathogennim
houbdm a zkoumdno, jak Géinky tschto latek potencovat. Z &istjch substanci bylo dosazeno nej-
lepsich, i kdyz zdaleka ne uspokojivych vysledki s Ajatinem. Velmi dobrych vysledkd bylo na-
proti tomu dosazeno s Chloraminem aktivovanym amonnymi solemi, jehoz Géinek je velmi rychly
-a- mohutny, i kdyz kratkodoby: Ne]spolehhve]sich vysledki- .bylo - dosazeno pouZitim kombinace
Chloraminu s 3% —5% .Syntapon L pasty, kde spolehlivy -a dlouhodoby desmfekcm ucmek smési
je zvysovan detergentnimi vlastnostmi ﬁyntapon L pasty. .
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| PE3IOME

TNMpumeneHue OGBIYHBIX Je3HHGEKUHOHHBIX CPEACTB H JETEPreHTOB NMPH Ae3HH(EeKUMH
naToreHHLIX rpuGos

YcranaBniBanach NPHMEHHMOCTb XJOpaMHHa, afdTHHAa M (amocenra NI HE3HHPEKUHH

Te NPOTHB NATOTEHHbIM TpUGaM M HCKaauch NMYTH, KaKUM 06pasoM YCHIAHTh AefiCTBHe 3THX Be-,
wecTB. M3 uMcTHIX BelecTB caMble Jydlide, HO [aJIeKO HE YAOBJETBODHTENbHHIE PE3YNbTAThi

naBan astiH. C Ipyroil CTOPOHLL, OUeHb XOPOLIHe Pe3yJbTaThl GBHIIH NONYYEHBl C XJ0PaMHHOM
aKTHBHPOBAHHLIM CONAMHM aMOHHa; €ro JAelCTBHE fIBJAETCS OYEHb CKOPHM H MOIUHBLIM, XOTH
KpaTkoBpeMeHHbIM. CaMble HalleXHbIe Pe3y/bTaThl faBaia KoMGuHauus xaopaMuna ¢ 3% —5%
Syntapon L. mactel. Hagexueiit n nonrocpounsit nesundekurOHHEId 3¢ ekt 3Toi cMecH NoBbi-
maercsl JeTepreHTHHIMH KauyecTBaMM Syntapon L. macThl

SUMMARY"

Disinfection of Pathogenous Fungi Using the Current Disinfection Means and the Detergents i

The applicability of Chloramin, Ajatin, and Famosept in disinfection against pathogenous fungi
was investigated, and methods were searched for how to enhance the activity of those agents. Best.,
but stil unsatisfactory results were achieved with Ajatin, if pure substances were used only. On the
other hand, very good results were achieved when using Chloramin activated by ammonium salts;

+ * its effect is very rapid and powerful, but.of a brief duration only. Most sure results were achieved
when using Chloramin combined with 3—5 % Syntapon L-paste, where reliable and durable dis-
infecting activity of the mixture is elevated by the detergent qualities of Syntapon L-paste.
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NOVE KNIHY

STATNIHO ZDRAVOTNICKEHO NAKLADATELSTVI

'MiJDr Ladislav Pola k
PATHOGENESE EKZEMU S HLEDISKA REFLEXNI THEORIE

Autor rozdélil monografii na dvé &isti. V prvni uvadi rozsihlou nejnové&i§i literaturu ekzéma
a rozebird kriticky ndzory cizich autor. Druhg &ist obsahuje vysledky autorovych pokusi na
morlatech a jeho formulace hypothesy o vzniku a §ifeni sensibilisace opirajici se o uéeni I. P.
Pavlova. Price je urdena pro dermatology, neurology a stfediskové lékate, kteifi se zajimaji
o problém ekzémii.

Stran 152, vyobrazeni 13, cena kart. vytisku Ké&s 12,90

MUDr Jaroslav Skéala
ALKOHOLISMUS

V nafem odborném pisemnictvi je dosud citelny nedostatek publikaci o alkoholismu. Tuto mezeru
vypliiuje monografie MUDr J. Skaly. Autorovi se podafilo prokazat, 7e alkoholismus je hospodai-
skym i politickym problémem nejen u nds, ale i v zemich na vjchodé a zdpadé. Kapitoly o lééeb-
nych zafizenich, 1é¢b& a jejich vysledcich ukazuji dlouholetou autorovu zkugenost v tomto oboru.
Stat o alkoholismu v soudni psychiatrii napsal MUDr J. Bartosek, kapitolu o praci protialkohol-
nich poraden soc. prac. A. Matovd. Kniha je vhodné doplnéna fadou tabulek, nazornych grafd
a obrazii.

Je uréena nejen lékafiim, ale i zdravotnickym pracovnikim, ktefi se acastni prevence 4 léchy
alkoholismu a vSem, ktefi o tuto otidzku lmaji zéjem.

Stran 232, vyobrazeni 27, cena vaz. vytisku Kés 30,—

MUDr Milan Mordvek
PRISPEVEK K UCENI O SIGNALNICH SOUSTAVACH

Autor kriticky hodnoti na zékladé vlastniho bohatého exp°rimenté]niho studia soucasny stav vy-

a fadu podnétnjch ndvrhi pro dalsi zpracovani této otazky. Velkynﬁ‘dﬁ‘;eho prace je spojeni
theorie s klinikou. Prdce ptini$i mnoho nového pro viechny pracovmky, ktefi se zabyvap vy§§i
nervovou ¢innosti, zejména pro fysiology a neurology.

Stran 204, vyobrazeni 35, cena kart. vjtisku Kés 18,10

Doc. MUDr M. Vojta — doc. MUDr K. Kubat
MATKA A DITE — III. vydani

Knizka je malou uéebnici pro nastdvajici matky. Seznamuje je se zménami, které se dgji v orga-
nismu Zeny v pribéhu téhotenstvi, pti porodﬁ a v Sestinedéli, dile s podatky vyvoje ditéte po
narozeni (do tff mésicii) a se zakladnimi pravidly Zivotosprivy v tomto tdobi Zenina Zivota.
Zivérem jsou v kniZce shrnuta viechna diilezitd ustanoveni o socislni pomoci a pééi o hmotné
zabezpedeni matky.

Stran 112, vyobrazeni 52, cena kart. vytisku K& 5,36

KNIHY OBDRZITE VE VSECH PRODEJNACH n. p- KNITHA
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