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STUDIUM VLIVU OCHRANNÉHO PROSTŘEDÍ NA PŘEŽÍVĂNÍ
MIKROORGANISMÚ

Podplukovnik MUDr. Bohumil TICHÁČEK, CSc.

Obecné Otázky přežívání byly podrobně roze-
brány v samostatném Souborném přehledu [1].
Při přežívání bakterií ve volné přírodě Z hledis-
ka biologických bojových prostředků přistupuje
zde ještě další okolnost, že totiž odolnost a
Schopnost přežívání mikroorganismů v terénu
může být Záměrně Zvýšena. Iiž v r. 1908 stanovil
FICKER pořadí různých médií, počínaje mlékem,
jakožto nejvýhodnějším pro přežívání; dále je to
Sérum, bujón, sliny, destilovaná voda a fyziolo-
gický roztok. Dnes bývají nejčastěji navrhovány:
želatina, škrob, pepton, mucin [4, 6, 7, 12]. Ro-
sebury [12) doporučuje různé kombinace pro-
Středí podle druhu použitého Vmikroba. Např.
pro malleus glycerin a bujón, pro brucellu směs
dextrinu s různými produkty štěpení bílkovin
apod. V pokusech se Serratií se mu nejlépe
osvědčila 2% želatina a 20/0 glycerin. Naylor a
Smith [9] doporučují želatinu a thiomočovinu,
Annear (cit. 4] pepton, celulózu, natriumalbinát.
Z méně obvyklých prostředí pak byly zkoušeny
různé oleje, s nejlepším výsledkem např. mand-
lový olej, vhodný pro brucelly [8], nebo íiltrá-
ty starých kultur, v nichž byl nalezen faktor,
chránící vysušené buňky [3]. Z krystaloidü glu-
kóZa a laktóza [5, 7 ], Record, Taylor [11) dávají
přednost směsi cukr —— pepton před Samotným
cukrem či samotným peptonem. Fry a Greaves
[5] propagují mixturu bujón, Sérum a 7,50/0 glu-
kóza pro širokou škálu mikrobů. Benedict a
Spol. [1] prověřovali stabilizační účinek urey,
dextranu, mucinu aj. v procesu zasušení Serra--
tia marcescens. Dobře chránila urea a její de-
riváty.

Ve své práci jsme se Zaměřili na jeden Z úse-
ků celé Složité problematiky přežívání mikrobů.
Pokusili jsme Se Zkonkretizovat obecné závěry
o prodloužení přežívání mikrobů chráněných
organickými látkami tak, aby byly získány ča-
sové hodnoty, umožňující přesněji posoudit zá-
važnost mikrobiální kontaminace a ověřit si, do
jaké míry pak bude použité ochranné vehiku-`
lum ovlivňovat odolnost mikrobů vůči ıněkterým
dezinfekčním prostředkům. [Tato druhá dezin-
fekční část je zpracována samostatně.)

Materiál a metodika

V předpokusech jsme se zaměřili především na upřes-
nění jednotlivých fází metodického postupu. Ve Snaze zvo-
lit nejvhodnější nosiče Zárodků a základní suspenzní média
provedli jsme řadu srovnávacích pokusů. jako nosiče zá~
rodků jsme prověřovali čtverečky filtračního papíru, hed-
vábná vlákna, drátěné jezdce a skleněné kuličky. Při vý-
běru nejvhodnějších nosičů jsme přihlíželi nejen k délce
přežívání na jednotlivých nosičích, k rozdílům mezi sus-

penzemi ve fyziologickém roztoku a destilované vodě, ale
i k technickým možnostem při pracovni manipulaci, nebot
jsme počítali s tím, že ve vlastních pokusech budeme mu-
Sit pracovat s velikými kvanty nosičů, aby výsledky byly
průkazné, technika jednoduchá a Snadno Standardizovatel-
ná.

Kvantitativní zjišťování počtu zárodků na nosičích jsme
prováděli 10minutovým vytřepáváním nosičů do fyziologic-
kého roztoku na Kahnově třepačc-e, vyočkováním a obvyk-
lým přepočtem. Opirajíce se O předchozí zkušenosti [14],
podle nichž vždy zbude po vytřepání určitý, někdy dosti
Značný počet zárodků na nosiči, provedli jsme posouzení
jednotlivých nosičů i z tohoto hlediska. V předběžných
pokusech zůstávalo po jednom 10minutovém třepání nej-
více Zárodků na hedvábných vláknech [až na 95 0/0) a na
filtračních papírkách [80 0/0]. Vyřadili jsme je proto Z dal-
ších pokusů. Na drátěných jezdcîch a skleněných kulič-
kách zůstávalo po vytřepání vždy mnohem menší procento
zárodků [od 1,36 0/0 do 18,25 0/0]. Při volbě mezi kuličkami
a drátěnými jezdci jsme se rozhodli pro skleněné kuličky.
Přežívání na nich bylo delší, výsledky jednoznačnější a po
úpravě jednoduchých stojanů z děrovaného plechu jsme
měli možnost Sušit a uchovávat kontaminované kuličky
libovolně dlouho v dostatečných počtechpři velmi jedno-
duché manipulaci [15]. Přitom jsme Si vědomi, že délka
přežívání, Zjištěná v jednotlivých pokusech, nemůže být
obecně aplikovatelná na ostatní mikroby. Ukázku rozdíl-
nosti rezistence E. coli různého původu, zaschlé vsuSpenzi
v destilované vodě, podává tabulka 1.. Rozdíly Se pohy-
bovaly od 0-9 dnů.

Jako základní pracovní kmen pro první část pokusů
jsme zvolili Salmonellu enteritidis, izolovanou z akutního
onemocnění č. pro't. 1095 E. S tímto pracovním kmenem
jsme zopakovali základní metodické pokusy s vytřepává-
ním. Výsledky potvrdily naši dosavadní zkušenost, že
S prodlužováním doby vytřepávání nad 10 minut Se počty
uvolněných živých zárodků Začínají zmenšovat. Pro vlastní
pokusy jsme tedy zvolili 10minutové vytřepávání. Výsledky
Zjišťování, kolik zůstane Zárodků na kuličce po prvním
až třetím 10minutovém vytřepávání, jsou tyto: pro náš pra-
covní kmen a námi užívané kuličky můžeme kalkulovat,
že prvním vytřepáním Získáme 776 000 ± 286 000 živých Zá-
rodků, druhým vytřepáním Získáme 6375 ± 3403 živých Zá-
rodků a třetím vytřepáním získáme 32 živých zárodků
[statistická chyba přesahuje 100 0/0]. Z těchto výsledků
vyplývá, že po prvním a základním vytřepání zbude na
kuličce pouze 0,824 0/0 živých zárodků, což opět potvrzuje
výhodnost Skleněných kuliček jako nosičů. Všechny ku-
ličky měly mechanicky zdrsněný povrch, aby ulpívání
SuSpenZí na jejich povrchu Bylo stejnoměrnější než u ku-
liček hladkých. Po standardizaci dalšího metodického po-
Stupu, hlavně ve způsobu sušení a uchovávání kuliček, ve
Způsobu kvantitativního vyočkování výtřepků, volbě kul-
tivačního média a způsobu hodnocení výsledků Obvyklým
počítáním kolonií vezředění, jež dalo počty od 50 do 150
kolonií na 1 plotně, jsme přistoupili k Základním pokusům.
jako média jsme použili: destilovanou vodu, 20/0 želatinu,
20/02želatinu s 10 0/0 glukózy, 20/0 želatinu S 10 0/0 laktézy,
2% pepton, 20/0 pepton S 10 0/0 glukózy a 20/0 pepton
s 10 0/0 laktózy, Aby mohl být prakticky posuzován význam
odchylek, jež Se pochopitelně Zvětšovaly v konečných fá-
zích přežívání, byl zvolen takový způsob grafického zpra-
cování výsledků, při němž byly vynášeny logaritmy pro—
centa přeživších v závislosti s časem. Kvantitativní roz-
díly v průběhu přežívání j-e tedy možno s potřebným stup-
něm exaktnosti posuzovat jen- k hodnotám rovným nule
u log 0/0 přeživších. Při této hranici Se pohybovaly od-
chylky od 5 do 77 0/0.
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Tab. 1

Rozdíly v délce přežívání zaschlé E. coli různého původu
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Chceme-li hodnotit výsledky prakticky, musíme Si být
vědomi, že v konečných úsecích křivek jde jen o ojedinělé
zbytky původního počtu mikrobů a že k uhynutí naprosté
většiny došlo, jak vyplývá z tabulek, již mnohem dříve.

Výsledky

Výsledky prvního základního pokusu, Sleduji-
cího vliv teploty a ochranných médií na délku
přežívání, udávají tabulky č. 2 a 3. Vyplývá
Z nich: 1. Základní rozdíl v přežívání zaschlých
kmenů, kdy je zachována Obecná zákonitost, že
nejdříve hynou Zárodky na kuličkách uchová-
vaných při 37°C, pak při 18°C a nejpozději při
4 °C. Tyto rozdíly jsou v podstatě Zachovány bez
Ohledu na to, jakých médií bylo použito.

2. Teplota a jednotlivá média ovlivňují abso-
lutní délky přežívání Salmonely podle určité Zá-
konitoSti: ve Srovnání S nechráněnými mikroby
je ochranný účinek vehikul při 4°C relativně
menší než v případě přežívání při vyšších teplo-
tách. '

P0 tomto prvním pokusu bylo provedeno pět
hlavních dlouhodobých sledování přežívání růz-
ných mikrobů v ochranných vehikulech. Prově-
řovány byly tyto kmeny známých a typických
vlastností: Serratía marcescens (Sb. kmen č. 3),
Escherichia coli (č. prot. B 12), Staphylococcus
pyogenes (č. prot. 5458], Streptococcus faecalis`
[č. prot. 2411] a Spory B. megatherium [sb.
kmen č. 1). Dlouhodobé přežívání bylo sledová-
no při teplotě 18°C a ve Srovnání S destilova-
nou vodou byly Zkoušeny opět 20/0 želatina bez
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cukru, s glukózou a laktózou a 2% pepton sa-
motný, S glukózou a laktózou. Všechny kvantita-
tivní pokusy byly prováděny na Standardním fá-
govém agaru. Výsledky uvádějí tabulky č. 4, 5,
6, 7, 8. Rozdíly v charakteristice prověřovaných
kmenů nedovolí přirozeně převést všechny vý-
sledky na společného jmenovatele. I když je
možné určité zobecnění, provedeme nejprve vy-
hodnocení výsledků u každého kmene zvlášt'.
Serratía marcescens: křivky přežívání v různých
vehikulech ukazují nápadnou Shodu v tom, že
bez ohledu, Zda byl Základním médiem pepton či
želatina, přežívala Serratía 'nejdéle v prostředí
obsahujícím laktózu. Ve Srovnání S nechráněnou
Serratií, jež uhynula v průběhu třetího d-ne, d-o-
šlo tedy k prodloužení její životaschopnosti více
než ZOkrát. Avšak i glukóza Se ukázala výhod-
nou Složkou Základního ochranného koloidu,
i když v menším Stupni než laktóza. Ochranný
účinek Samotného peptonu a Samotné želatiny
bez cukru byl nejmenší.

Escherichia coli: rozdíly v ochranném účinku
jednotlivých médií nebyly prakticky zazname-
nány. V době, kdy přežívalo již méně než 1 0/0
původního počtu Zárodků [kolem 7. dne), pro-
cházejí všechny křivky Zhruba Stejným místem
ve Srovnání Se Supenzemi z destilované vody, jež
byly v této době již Sterilní. Želatina Samotná
'prodloužila přežívání jen nepatrně. Lepší Se

Tab. Z

Přežívání Salmonella enterltidis v ochranných vehikulech
při různých teplotách
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Tab. 3

Přežívání Salmonella enteritidis v ochranných vehikulech
při různých teplotách
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ukázala želatina S glukózou, nejlepší želatina
S laktózıou, nedosáhly však takového účinku jako
média obsahující pepton.

Staphylococcus pyogenes: Ochranný účinek
Základů S peptonem Se nijak neliší od Základů
S želatinou. V obou případech je však kvalita-
tivně nejlepší přežívání, je-li přítomna laktó-
Za [11—13 týdnů), na druhém místě je Samotný
koloid [10 týdnů), na posledním pak koloid
S glukózou [8-9 týdnů).

Streptococcus faecalis: v prodloužení života-
Schopnosti Se opět projevila jako nejlepší žela-
tina S laktózou. V tomto případě bylo přežívání
prodlouženo 4krát. Mezi samotnou želatinou a
Samotným peptonem nebyl zaznamenán žádný
rozdíl.

Bacillus megatherium: suspenze Spor v desti-
lované vodě zaschlá na testovacích kuličkách
vykázala po 14 týdnech 950/0 pokles počtu živo-
taschopných jedinců. Chráněné Spory bez oh1e~
du na ochranné médium přežívají však v ne-
Zmenšeném počtu 30 týdnů.

Kromě určitých Zvláštnosti, projevujících Se
odlišným průběhem křivek přežívání u jednotli-
vých druhů mikrobů, je možno nalézt jeden
`obecný rys. Téměř ve všech případech maximál-
ního prodloužení přežívání byla přítomna laktó-
za, často laktóza Ve Spojení s želatinou, i když
jinak nebyl zaznamenán nápadˇnější rozdil V je-
jich ochranném účinku. Pokud Se např. jevil
u E. coli lepší pepton než želatina, bylo to Spíš
jen v konečných fázích přežívání.

Diskuse

Výhody volby Skleněných kuliček jako test no-
sičů vyplynuly Z předpokusů. Zbývá ještě otáz-
ka, do jaké míry mohou Skleněné kuličky Samy
ovlivňovat přežívání mikrobů. V prvé řadě je to
otázka inertnosti Skla. Ve srovnání S ostatními
materiály, jako kov, dřevo, biologický materiál
apod. je možno jistě považovat Sklo Za poměrně
inertní. Přitom je ovšem třeba vědět o rozdílech,
vyplývajících Ze Složení různých druhů Skel. Tak
např. Taylor a Collins [3) Zjistili, že tzv. české
Sklo Stimuluje růst, Zatímco pyrexové a křemi-
čité sklo je inaktivní. Iiná je otázka uvolňování
Zárodků obklopených ochranným koloidem. Naše
Zkušenosti potvrdily, že rezidua na kuličkách
jsou v přítomnosti želatiny či peptonu poněkud
větší než u Zárodků nechráněných. Výsledky Se
však vyrovnaly při vytřepávání do fyziologického
roztoku, zahřátého na 40°C. Skutečnost, že při
vytřepávání zůstávalo na kuličkách prakticky
Zanedbatelné procento mikrobů ve Srovnání
S ostatními materiály, vyplývá Z toho, že mikro-
by Zasychaly jen na povrchu, při vytřepávání
nebylflo třeba nic přidávat, aby Se Zvýšilo uvol-
ňování mikrobů, takže Ztráty i traumatizace byly
minimální. Culloch [4) upozorňuje na traumati-
Zační účinek třepání v prostředí S tuhými části-
cemi. Na životnost bakterií má vliv i vzdušnění
a míchání, k němuž dochází při pracovní mani-
pulaci [2). Významná' je také teplota, při níž
bylo prováděno Zasychání. Největší úbytek mi-
krobů během Zasychání byl Zaznamenán při

Tab. 4

Přežívání Serratia marcescens v ochranných vehikulech
při 18 °C
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Tab. 5

Přeživáni Escherichia coli v ochranných vohikulech
při 18 °C
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ukládání do termostatu, nejšetrnější bylo zasy-
chání při pokojové teplotě.

jestliže bylo dosahováno prakticky u všech
prověřovaných mikrobů nejdelšího přežívání při
Spojení koloidní Složky S cukrem, V našem pří-
padě S_ laktózou, třeba obrátit pozornost k mož-
nému mechanismu ochrany při koncepci koloid
[bílkovina] a cukr. Record a Taylor [11) Studo-
vali tyto vztahy. Vycházejí Z toho, že bakterie je
obklopena tenkou plazmatickou membránou, jež
je podepřena vnějším Silnějším, permeabilněj-
ším buněčným valem. Tento val je permeabilní
pro monosacharidy, disacharidy či trisacharidy,
ne však pro proteiny a částečně hydrolyzované
proteiny, jež jsou Složkou bujónu, peptonu apod.
Bílkovinný val tvoří pak jakousi osmotickou
protiváhu cukrů, jež proniknou pod vnější per-
meabilní membránu a tím Se Zmenšuje riziko
ruptury. Powel [10) toto studoval v mikroko-
můr'ce Ina E. coli, zasušené v různých roztocích
cukrů. Zjištoval vysoké procento Siérických fo—
rem, kdy cukr vnikl mezi buněčný val a plazma-
tickou membránu.

Všechny tyto závěry mohou vysvětlit, proč
při našich pokusech nejdéle přežívaly mikroby
v prostředí 'obsahujícím kombinaci bílkoviny a.
cukru. Skutečnost, že laktóza byla pro přežívání
mikrobů příznivější než glukóza, by mohla např.
souviset s různou velikostí molekul. Ie též zná-
mo, že Silné roztoky cukru mohou vykazovat
bakteriostatický či baktericidní účinek, který je
vyšší u cukrů S menší molekulovou vahou (4].
Kromě toho však bude jistě záležet i na meta-
bolických vztazích' mezi jednotlivými cukry a

druhy mikrobů. Proto je asi Stupeň ochrany
u jednotlivých bakterií různý. Pro vysvětlení roz-
dílů mezi prodlužováním přežívání a teplot-ou
by však bylo třeba provést ještě hlubší Studium
metabolických procesů. jestliže přežívají mikro-
by déle při nízkých teplotách, kdy dochází k útlu-
mu metabolismu a jestliže se toto přežívání ne-
daří prodloužit Ochrannými vehikuly v takovém
Stupni jako při teplotách vyšších, potvrzuje to
jen rozhodující úlohu metabolických procesů
přežívání.

Závěry

Z výsledků naši práce vyplývají některá
upřesnění obecných zkušeností o vlivu ochran-

V vaného vehikula na prezıvání bakterií:
1. Vhodně Zvoleným ochranným prostředím je

možno mnohonásobně prodloužit doby přeži-
vání mikrobů ve vnějším prostředí. Ochranný
vliv Se přitom projevuje ná-padněji u vyšších
teplot než při 4 °C, i když absolutní délky pře-
žívání jsou při 4° větší.

2. Nebyl zaznamenán podstatný rozdil v ochran-
ném účinku peptonu a želatiny, avšak k nej-_
delšímu přežívání docházelo, byl-li některý
z výše uvedených koloidů obohacen uhl-ovo-
dany. 20/0 želatina nebo 2% pepton, obsahu-
jící 10 0/0 laktózy, dávaly nejdelší křivky pře-
žívání u sledovaných mikrobů.

3. U jednotlivých mikrobů bylyvšak zazname-
nány rozdíly v ochranném účinku médií na
prodloužení přežívání za jinak stejných pod-_
mínek. Nechráněná Serratia marcescens hy-
-nula 3. den, chráněná 10. týden. Nechráněná
Escherichia'coli'hynula 5. den, chráněná za

Tab. 6

Přežívání Staphylococcus pyogoııeov v ochranných vehiku-
loch při 18y °C
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Tab. 7

Přežívání Streptococcus faecalis v -ochranných vehikulech
při 18 °c
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4 týdny. Nechráněný Staphylococcus pyoge-
nes hynul 12. den, chráněný 13. týden. Ne-
chráněný Streptococcus faecalis hynul 6. tý-
den., chráněný .24. týden. Nechráněné Spory
Bacillus megatherium přežívaly po 14. tý-
dnech v 5 0/o původního počtu, u chráněných
Spor trvá přežív'ání v původním nezměněném
počtu 30. týden. ’

Souhrn

Autor zjišťoval v dlouhodohých połkusecih přežívání
zasušených mikroorganismů ve vztahu 'k různým
ochranných médiím a teplotě.
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“m. 8
Přažívání' Bacillus megatheriumˇv ochranných veh'ikulech

při 18 °C
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Summary
The author investigated in longterm examinations

the surviving of dried microorganisms in relation to
different protective mediums and temperature.
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