178

VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY

ROCNIK XXXIII. ¢. 4, 1964

576.85.095.1

STUDIUM VLIVU OCHRANNEHO PROSTREDI NA PREZIVANI
MIKROORGANISMU

Podplukovnik MUDr. Bohumil TICHACEK, CSc.

Obecné otazky preZivani byly podrobn& roze-
brédny v samostatném souborném prehledu (1).
Pri preZivani bakterii ve volné pifirodé z hledis-
ka biologickych bojovych prostfedkd pristupuje
zde jeSt& dalSi okolnost, Ze totiZz odolnost a
schopnost pfeZivdni mikroorganism@ v terénu
miZe byt zAmérné zvySena. JiZ v r. 1908 stanovil
FICKER pofadi riiznych médii, po¢inaje mlékem,
jakoZto nejvyhodné&jSim pro preZivani; dale je to
sérum, bujon, sliny, destilovanéd voda a fyziolo-
gicky roztok. Dnes byvaji nejcastéji navrhovéany:
Zelatina, Skrob, pepton, mucin (4, 6, 7, 12). Ro-
sebury (12) doporucuje rfizné kombinace pro-
stfedi podle druhu pouZitého mikroba. Napf.
pro malleus glycerin a bujén, pro brucellu smés
dextrinu s rliznymi produkty St&peni bilkovin
apod. V pokusech se Serratii se mu nejlépe
osvédeila 2% Zelatina a 2% glycerin. Naylor a
Smith (9) doporucuji Zelatinu a thiomocovinu,
Annear (cit. 4) pepton, celulézu, natriumalbinét.
Z méné obvyklych prostfedi pak byly zkouSeny
riizné oleje, s nejlepSim vysledkem napf. mand-
lovy olej, vhodny pro brucelly (8), nebo filtra-
ty stargych kultur, v nichZ byl nalezen faktor,
chréanici vysuSené buiiky (3). Z krystaloida glu-
ké6za a laktéza (5, 7), Record, Taylor (11) davaji
pfednost smési cukr — pepton pfed samotnym
cukrem ¢i samotnym peptonem. Fry a Greaves
(5) propaguji mixturu bujon, sérum a 7,5% glu-
kéza pro Sirokou S$kalu mikrobidi. Benedict a
spol. (1) provéfovali stabilizaCni ucCinek urey,
dextranu, mucinu aj. v procesu zasuSeni Serra-
tia marcescens. Dobfe chrénila urea a jeji de-
rivaty.

Ve své praci jsme se zamérili na jeden z ase-
kil celé sloZité problematiky pfeZivani mikrobd.
Pokusili jsme se zkonkretizovat obecné zavéry
o prodlouZeni preZivdni mikrobd chranénych
organickymi latkami tak, aby byly ziskdny ca-
sové hodnoty, umoZiiujici pFfesng&ji posoudit z4-
vaZnost mikrobidlni kontaminace a ovérit si, do
jaké miry pak bude pouZité ochranné vehiku-
lum ovliviiovat odolnost mikrobd vii¢i nékterym
dezinfekénim prostfedk@im. (Tato druhéd dezin-
fekéni Cast je zpracovdna samostatné.)

Material a metodika

V pFedpokusech jsme se zaméfili pfedevSim na upfes-
néni{ jednotlivfch fazi metodického postupu. Ve snaze zvo-
lit nejvhodné&;jsi nosice z4rodki a zdkladni suspenzni média
provedli jsme ¥Fadu srovnédvacich pokusil. Jako nosite z4-
rodklt jsme provéfrovali ¢tverecky filtracniho papiru, hed-
vébné vldkna, draténé jezdce a sklen&né kulicky. PFi v§-
b&ru nejvhodng&j$ich nosi¢t jsme pfihliZeli nejen k délce
preZivani na jednotlivgch nosi¢ich, k rozdilim mezi sus-

penzemi ve fyziologickém roztoku a destilované vod3, ale
i k technickym moZnostem p¥i pracovni manipulaci, nebot
jsme pocitali s tim, Ze ve vlastnich pokusech budeme mu-
sit pracovat s velikymi kvanty nosi¢d, aby vysledky byly
priikkazné, technika jednoduchd a snadno standardizovatel-
na.

Kvantitativni zji§tovani po¢tu zdrodkd na nosi¢ich jsme
provadeéli 10minutovym vytifepdvanim nosi¢d do fyziologic-
kého roztoku na Kahnové t¥epadéce, vyotkovdnim a obvyk-
lym prepoctem. Opirajice se o pfedchozi zku3enosti (14),
podle nichZ vZdy zbude po vytfepédni uréity, nékdy dosti
znacny potet zarodkd na nosidi, provedli jsme posouzeni
jednotlivfch nosi€d i z tohoto hlediska. V pfedbé&Zn§ch
pokusech ziistdvalo po jednom 10minutovém tf¥epani nej-
vice z4rodkid na hedvabngych vldknech (aZ na 95 %) a na
filtra&nich papirkach (80 %). VyFadili jsme je proto z dal-
Sich pokusi. Na draténych jezdcich a sklen&ngych kulic-
kéch zhstdvalo po vytfepani vZdy mnohem mensi procento
zérodka (od 1,36 % do 18,25 %). P¥i volb& mezi kulitkami
a draténymi jezdci jsme se rozhodli pro sklen&né kuli¢ky.
PreZivdni na nich bylo del3i, vysledky jednoznaénéjsi a po
tipravé jednoduchych stojanii z dérovaného plechu jsme
meéli moZnost su$it a uchovédvat kontaminované kulicky
libovolné dlouho v dostateEnych poétech pf¥i velmi jedno-
duché manipulaci (15). PFfitom jsme st védomi, Ze délka
pFeZivéani, zji§ténd v jednotlivych pokusech, nemitiZe byt
obecné aplikovatelnd na ostatni mikroby. Ukdzku rozdil-
nosti rezistence E. coli riizného ptivodu, zaschlé v suspenzi
v destilované vodé&, poddva tabulka 1. Rozdily se pohy-
bovaly od 0—9 dnd.

Jako zékladni pracovni kmen pro prvni ¢ast pokusi
jsme zvolili Salmonellu enteritidis, izolovanou z akutniho
onemocnéni ¢ prot. 1095 E. S timto pracovnim kmenem
jsme zopakovali zdkladnif metodické pokusy s vytfepéava-
nim. Vysledky potvrdily na$i dosavadni zku$enost, Ze
s prodluZovadnim doby vytFepdvédni nad 10 minut se poéty
uvolnénych Zivgch zarodkd zadinaji zmenSovat. Pro vlastnt
pokusy jsme tedy zvolili 10minutové vytfepavani. V§sledky
zjiStovéani, kolik zistane zé&rodkd na kuli¢ce po prvnim
aZ tfetim 10minutovém vyt¥epavani, jsou tyto: pro nas pra-
covni kmen a ndmi uZivané kulicky miZeme kalkulovat,
Ze prvnim vyt¥epanim ziskame 776 000 £ 286 000 Ziv§ch z4-
rodki, druhym vytfepdnim ziskdme 6375 * 3403 Zivych zé-
rodkli a tfetim vytfepadnim ziskdme 32 Zivych zarodkl
(statistickd chyba ptfesahuje 100 %). Z t&chto vysledkid
vyplyva, Ze po prvnim a zdkladnim vytfepani zbude na
kuli¢ce pouze 0,824 % Zivych z4rodkd, coZ op&t potvrzuje
vyhodnost sklenénych kuliek jako nosi¢. VSechny ku-
licky mély mechanicky zdrsnény povrch, aby ulpivan{
suspenzi na jejich povrchu ﬁylo stejnomé&rné&;jsi neZ u ku-
li€ek hladkg§ch. Po standardizaci dalSiho metodického po-
stupu, hlavné ve zpilisobu suSeni a uchovavani kulicek, ve
zplsobu kvantitativniho vyockovani vyt¥epkidi, volbé kul-
tivatniho média a zpasobu hodnoceni vysledkd obvyklym
poc¢itdnim kolonii ve zFedé&ni, jeZ dalo pocéty od 50 do 150
kolonii na 1 plotné, jsme pfistoupili k zdkladnim pokustim.
Jako média jsme pouZili: destilovanou vodu, 2% Zelatinu,
2% Zelatinu s 10 % glukézy, 2% Zelatinu s 10 % laktozy,
2% pepton, 2% pepton s 10 % glukézy a 2% pepton
s 10 % lakt6zy. Aby mohl byt prakticky posuzovan vyznam
odchylek, jeZ se pochopitelnd zvétsovaly v koneéng§ch f4-
zich pFeZivani, byl zvolen takov§ zptsob grafického zpra-
covani vysledkd, pfi némZ byly vyné&Seny logaritmy pro-
centa pfeZiv§ich v zavislosti s casem. Kvantitativni roz-
dily v pribéhu preZivéani je tedy moZno s potfebnym stup-
ném exaktnosti posuzovat jen  k hodnotdm rovnym nule
u log % preZivich. P¥i této hranici se pohybovaly od-
chylky od 5 do 77 %.
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Tab. 1
Rozdily v délce p¥eZivani zaschlé E.coli riizného piivedu
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Chceme-li hodnotit vysledky prakticky, musime si byt
védomi, Ze v konecnych tsecich kfivek jde jen o ojediné&lé
zbytky pivodniho po¢tu mikrobid a Ze k uhynuti naprosté
vétSiny doslo, jak vyplyva z tabulek, jiZ mnohem drive.

Vysledky

Vysledky prvniho zékladniho pokusu, sleduji-
ciho vliv teploty a ochrannych médii na délku
preZivani, udéavaji tabulky ¢. 2 a 3. Vyplyva
kmeni, kdy je zachovdna obecnd zdkonitost, Ze
nejdfive hynou zdrodky na kulickdch uchova-
vanych pfi 37 °C, pak pfi 18 °C a nejpozdé&ji pri
4 °C. Tyto rozdily jsou v podstaté zachovéany bez
ohledu na to, jakych médii bylo pouZito.

2. Teplota a jednotlivd média ovliviiujl abso-
lutni délky preZivani salmonely podle urcité z4-
konitosti: ve srovnédni s nechrdnénymi mikroby
je ochranny ucdinek vehikul pfi 4°C relativné
mensi nez v pfipads prezivani pfi vyssich teplo-
tach.

Po tomto prvnim pokusu bylo provedeno pét
hlavnich dlouhodobych sledovani pfreZivédni riiz-
nych mikrob v ochrannych vehikulech. Prové-
fovany byly tyto kmeny znamych a typickych
vlastnosti: Serratia marcescens (sb. kmen ¢&. 3),
Escherichia coli (&. prot. B 12), Staphylococcus
pyogenes (&. prot. 5458), Streptococcus faecalis
(6. prot. 2411) a spory B. megatherium (sb.
kmen €. 1). Dlouhodobé pfeZivani bylo sledova-
no pii teploté 18°C a ve srovnani s destilova-
nou vodou byly zkouSeny op&t 2% Zelatina bez

cukru, s glukézou a laktozou a 2% pepton sa-
motny, s glukdzou a laktézou. VSechny kvantita-
tivni pokusy byly provddény na standardnim f&-
govém agaru. Vysledky uvadé&ji tabulky &. 4, 5,
6, 7, 8. Rozdily v charakteristice provéfovanych
kmenii nedovoli pFirozen& pievést vSechny vy-
sledky na spoletného jmenovatele. I kdyZ je
moZné urcité zobecnéni, provedeme nejprve vy-
hodnoceni vysledki u kaZdého kmene zvlast.
Serratia marcescens: krivky preZivani v rdznych
vehikulech ukazuji ndpadnou shodu v tom, Ze
bez ohledu, zda byl zdkladnim médiem pepton ¢i
Zelatina, preZivala Serratia mejdéle v prostfedi
obsahujicim lakt6zu. Ve srovnéani s nechranénou
Serratii, jeZ uhynula v priibéhu tfetiho dne, do-
Slo tedy k prodlouZeni jeji Zivotaschopnosti vice
neZ 20krat. AvSak i glukdza se ukézala vyhod-
nou sloZkou zéakladniho ochranného koloidu,
i kdyZ v menSim stupni neZ lakt6za. Ochranny
tdinek samotného peptonu a samotné Zelatiny
bez cukru byl nejmensi.

Escherichia coli: rozdily v ochranném uG&inku
jednotlivych médii nebyly prakticky zazname-
nany. V dobd, kdy preZivalo jiz mén& nez 1 %
ptivodniho poc¢tu zarodkt (kolem 7. dne), pro-
chézeji vSechny krivky zhruba stejnym mistem
ve srovnani se supenzemi z destilované vody, jeZ
byly v této dobd jiZ sterilni. Zelatina samotna

'prodlouZila preZivdni jen nepatrné. LepS3i se

Tab. 2

PieZivani Salmonella enteritidis v ochranngch vehikulech
pfi riiznych teplotéch
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Tab. 3

PFeZivdani Salmonella enteritidis v ochrannych vehikulech

p¥i riizngch teplotdch
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uk4izala Zelatina s glukozou, nejlep3i Zelatina
s laktdzou, nedosdhly v3ak takového tcinku jako
média obsahujici pepton.

Staphylococcus pyogenes: ochranny uacinek
zdkladli s peptonem se nijak neli§i od zdkladd
s Zelatinou. V obou pripadech je v3ak kvalita-
tivné nejlepSi preZivani, je-li pritomna lakt6-
za (11—13 tydnd), na druhém misté je samotny
koloid (10 tydnii), na poslednim pak koloid
s glukézou (8—9 tydni).

Streptococcus faecalis: v prodlouZeni Zivota-
schopnosti se opét projevila jako nejlepsi Zela-
tina s laktézou. V tomto pripadé& bylo preZivani
prodlouZeno 4kréat. Mezi samotnou Zelatinou a
samotnym peptonem nebyl zaznamenédn Zadny
rozdil.

Bacillus megatherium: suspenze spor v desti-
lované vodé& zaschld na testovacich kulickach
vykézala po 14 tydnech 95% pokles poétu Zivo-
taschopnych jedinct. Chrdn&né spory bez ohle-
du na ochranné médium pfeZivaji vS8ak v ne-
zmenSeném poctu 30 tydni.

Kromé& urcitych zvlaStnosti, projevujicich se
odliSsnym prib&hem kfivek pfeZivdni u jednotli-
vyjch druh@ mikrobli, je moZno nalézt jeden
.obecny rys. Témér ve vSech pripadech maximal-
niho prodlouZeni pfeZivani byla pfitomna lakto6-
za, Casto lakt6za ve spojeni s Zelatinou, i kdyZ
jinak nebyl zaznamené&n napadnéjsi rozdil v je-
jich ochranném ud&inku. Pokud se napf. jevil
u E. coli lep$i pepton neZ Zelatina, bylo to spi$
jen v kone&¢nych fazich pFeZivéani.

Diskuse

Vyhody volby sklenénych kulicek jako test no-
si¢ll vyplynuly z predpokusii. Zbyva jeSté otédz-
ka, do jaké miry mohou sklenéné kulicky samy
ovliviiovat preZivadni mikrobli. V prvé Fadé je to
otdzka inertnosti skla. Ve srovnéni s ostatnimi
materidly, jako kov, drfevo, biologicky material
apod. je moZno jisté povaZovat sklo za pomérné
inertni. Pfitom je ovSem tfeba védét o rozdilech,
vyplyvajicich ze sloZeni rtznych druhti skel. Tak
nap¥. Taylor a Collins (3) zjistili, Ze tzv. Ceské
sklo stimuluje riist, zatimco pyrexové a kfemi-
¢ité sklo je inaktivni. Jind je otdzka uvolrnovani
zarodkl obklopenych ochrannym koloidem. NaSe
zkuSenosti potvrdily, Ze rezidua na kulickéach
jsou v pfitomnosti Zelatiny €i peptonu pongkud
vét§i neZ u zdrodkl nechrédnénych. Vysledky se
v8ak vyrovnaly pfi vytfepavéani do fyziologického
roztoku, zahfatého na 40 °C. SkuteCnost, Ze pfi
vytfepavani zlistdvalo na kulickdch prakticky
zanedbatelné procento mikrobli ve srovnéni
s ostatnimi materidly, vyplyva z toho, Ze mikro-
by zasychaly jen na povrchu, pfi vytFepdvéani
nebylo tifeba nic pFiddvat, aby se zvy3ilo uvol-
fiovani mikrobd, takZe ztraty i traumatizace byly
miniméalni. Culloch (4) upozoriiuje na traumati-
zacéni adinek tfepéni v prostfedi s tuhymi Casti-
cemi. Na Zivotnost bakterii m4 vliv i vzdu3néni
a michéani, k ndmuZ dochézi pfi pracovni mani-
pulaci (2). Vyznamnd je také teplota, pfi niZ
bylo provddéno zasychéani. NejvétSi abytek mi-
krobt b&hem zasychani byl zaznamendn pFi

Tab. 4
PfeZivdni Serratia marcescens v ochranngch vehikulech
pii 18 °C
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Tab. 5
PF¥eZivéni Escherichia coli v ochrannych vehikulech
p¥i 18°C
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ukldddni do termostatu, nejSetrné&jSi bylo zasy-
chéni pii pokojové teploté.

JestliZe bylo dosahovdno prakticky u vSech
provéfovanych mikrobli nejdelSiho pfeZivani pfi
spojeni koloidni sloZky s cukrem, v naSem pfi-
padé s lakt6zou, tFeba obréatit pozornost k moz-
nému mechanismu ochrany p¥i koncepci koloid
(bilkovina) a cukr. Record a Taylor (11) studo-
vali tyto vztahy. Vychdzeji z toho, Ze bakterie je
obklopena tenkou plazmatickou membréanou, jeZ
je podepfena vné&jSim siln&jSim, permeabilngj-
$im buné&cnym valem. Tento val je permeabilni
pro monosacharidy, disacharidy €i trisacharidy,
ne vsak pro proteiny a ¢&ste€né& hydrolyzované
proteiny, jeZ jsou sloZkou bujonu, peptonu apod.
Bilkovinny val tvofi pak jakousi osmotickou
protivdhu cukrfi, jeZ proniknou pod vné&jsi per-
meabilnf membrdnu a tim se zmenS3uje riziko
ruptury. Powel (10) toto studoval v mikroko-
mirce na E. coli, zasuSené v riiznych roztocich
cukrii. ZjiStoval vysoké procento sférickych fo-
rem, kdy cukr vnikl mezi buné&tny val a plazma-
tickou membrénu.

VSechny tyto zavéry mohou vysvétlit, prod¢
pri naSich pokusech nejdéle preZivaly mikroby
v prostfedi obsahujicim kombinaci bilkoviny a
cukru. Skute¢nost, Ze lakt6za byla pro preZivani
mikrobl priznivéjsi neZ gluk6za, by mohla nap¥.
souviset s rfiznou velikosti molekul. Je téZ zna-
mo, Ze silné roztoky cukru mohou vykazovat
bakteriostaticky & baktericidni acinek, ktery je
vySSi u cukrdt s mensi molekulovou vahou (4).
Kromé& toho vSak bude jisté z4leZet i na meta-
bolickych vztazich mezi jednotlivymi cukry a

druhy mikrobli. Proto je asi stuperi ochrany
u jednotlivych bakterii riizny. Pro vysvétleni roz-
dild mezi prodluZovdnim pFeZivdni a teplotou
by vSak bylo tfeba provést jeSté hlub3i studium
metabolick§ch procesf. JestliZe preZivaji mikro-
by déle pfi nizkych teplotdch, kdy doch4zi k atlu-
mu metabolismu a jestliZe se toto pFeZivani ne-
dai¥i prodlouZit ochrannymi vehikuly v takovém
stupni jako pfi teplotdch vy3s3ich, potvrzuje to
jen rozhodujici tdlohu metabolickych procesi

pieZivani.

Zavéry

Z vysledkG na8i prace vyplyvaji né&ktera
upfesnéni obecn§ch zkuSenosti o vlivu ochran-
ného vehikula na pifeZivani bakterii:

1. Vhodn& zvolenym ochrannym prostfedim je
moZno mnohondsobné& prodlouZit doby preZi-
vani mikrobli ve vné&jSim prostfedi. Ochranny
vliv se pfitom projevuje ndpadné&ji u vy3sich
teplot neZ p¥i 4 °C, i kdyZ absolutni délky pfe-
Zivani jsou prii 4° vEtsi.

2. Nebyl zaznamenén podstatny rozdil v ochran-
ném uGéinku peptonu a Zelatiny, av3ak k nej-
delsimu pieZivdni dochézelo, byl-li né&ktery
z v§Se uvedenych koloiddi obohacen uhlovo-
dany. 2% Zelatina nebo 2% pepton, obsahu-
jici 10 % laktozy, ddvaly nejdelsi kiivky pfre-
Zivani u sledovanych mikrobf.

3. U jednotlivfch mikrobl byly v3ak zazname-
nény rozdily v ochranném G&inku meédii na
prodlouZeni pifeZivani za jinak stejnych pod-
minek. Nechrdnénd Serratia marcescens hy-
nula 3. den, chrdn&né 10. tyden. Nechrdn&nd
Escherichia coli hynula 5. den, chrdn&na za

Tab. 6

PreXivdni Staphylococcus pyogenes v ochrann§ch vehiku-
lech pfi 18°€C

t N .
4 \ s
<
€ NN ¥
D NN g
?
E N \4 ~~4 —_ »
2 N, g
TS, 4
k. \ N\‘_’ \\
-
- \\ - e
4 i .
rou . ' » . F~— . - “ 9 ‘t- v
—— 2% Zelatina 4n
e———— 2% Zelatina s 10% laktozy ... any
.. 2% %elatins & 10% glukozy
1] L4
i
. - ”
\Y
§ S » 1
D) \NQL‘*--.. o o ;
& ‘1 o ¥
S ] \\
- P, . o
. S
Sperny . : 3 . < ‘ ’ , . - -~ “ < L L 4
2% pepton

2% pepton 8 10% lakfozy
“~2% pepton a 10% glukozy



182 VOJENSKE ZDRAVOTNICKE LISTY ROCNIK XXXIII. &. 4, 1964

Tab.7
PreZfvéni Streptococcus faecalis v ochrann§ch vehikulech
p¥i 18 °C
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4 tydny. Nechrané&ny Staphylococcus pyoge-
nes hynul 12. den, chrdnény 13. tyden. Ne-
chrdnény Streptococcus faecalis hynul 6. ty-
den, chrdnény 24. tyden. Nechrdnéné spory
Bacillus megatherium preZivaly po 14. ty-
dnech v 5 % piivodniho po&tu, u chran&nych
spor trvd pfeZivdni v ptivodnim nezmén&ném
poctu 30. tyden.

Souhrn
Autor zjistoval v dlouhodvobych pokusech pieZivani

zasuSenych mikroorganismd ve vztahu k rfiznym
ochrannych médiim a teplot&.

Tab. 8
PieZivdni Bacillus megatherium v ochrannych vehikulech
pfi 18 °C
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Peswme

ABTOp B XCATOCPOUHBIX ONMBITAX H3yuasd BHIKHBAEMOCTb
3acCylIeHHHX MHKPOOPraHH3MOB € Y4YeTOM pa3jIMyHHX 3a-
IIMTHBIX CpPeJ H TeMIepaTyphl.

Summary

The author investigated in longterm examinations
the surviving of dried microorganisms in relation to
different protective mediums and temperature.
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