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PRISPEVEK K LABORATORNI DIAGNOSTICE NEKTERYCH PASTEUREL

Podplukovnik MUDr. F. KYNTERA, CSc., prom. farm. F. SITA
Vojensky lékafsky vyzkumny§ a doSkolovaci dstav JEP v Hradci Kréalové

Laboratorni diagnostika mékterych pasteurel,
zejména jejich pohotova diferenciace, ma v polni
epidemiologii veliky vyznam. RozliSeni Yersino-
va bacila — Pasteurella pestis od péti typd Pas-
teurella pseudotuberculosis, Pasteurella multoci-
da, ev. Pasteurella homolytica byva v nékterych
pfipadech velmi naro¢né a hlavné zdlouhavé.

Na zédkladé vlastnich zkuSenosti po praktic-
kém provéreni v8ech dostupnych metod diferen-
ciace mékterych pasteurel predkladame vlastni
poznatky k urychleni diferenciace né&kterych
pasteurel na podkladé kultiva¢né biochemickych
metaod.

Zakladem biochemické diferencidlni diagnos-
tiky je Knappovo schéma:

Plida P. pestis |P. pseudotbc|P. multocida
Melibibza — (=) -
Salicin (=) (=) (=)
Rhamnobza (=) + -
Sorbit =) s (=)
Sachar6za (=) (=) +
Ureéaza + &
H2S - (+) slabé +
Indol - - +
Pohyblivost — + —

+ = pozitivni — = negativni ( ) = vyjimetné

Mollaret pokldda za nejspolehlivéjSi znak di-
ferenciace Pasteurella pseudotuberculosis od
Yersinova bacila: tvorbu uredzy a pohyblivost
nad 37°C. I v Raskové rozliSovaci tabulce kvas-
nych a biochemickych vlastnosti pasteurel je
tvorba uredzy a H2S zvyraznéna.

Kvalitni prikaz ureazy

Zakladem prikazu uredzy je jeji specificka
vlastnost, rozkladéani urey:

CO(NHz2)2 + H20 Z 2NHs + CO2

PouZivané diagnostické ptdy obsahuji ureu a
vznikly amoniak je dokazovdn nespecificky, na
zdkladé posunu pH pldy do alkalické oblasti
b&Znym vhodnym acidobdzickym indikdtorem.
Pri specifickém pritkazu se obvykle vyuZiva re-
akce alkalického jodortutnatanu — Nesslerova
Cinidla, které ddvd s amoniakem Zluté zbarveni
aZ amorfni hnédou sraZeninu suméarniho sloZeni
Hg2]3sNHa.

Prvni zplsob byl vyzkouSen s pouZitim piidy
Rustigianovy-Stuartovy, jejimZ zdkladem je kvas-
nicovy extrakt s pfidavkem KH2PO4. Indikatorem
je fenolova Cerveil. Tato metoda se neosvéddila
pro malou citlivost a selektivitu. Nevyhodou Nes-
slerova Cinidla je predevS§im mald rozliSovaci
schopnost.

Ve snaze vyuZit selektivity tvorby ureédzy ja-
ko stabilniho diferenciacniho znaku navrhujeme
tento zplisob detekce: Testovany mikrob se inku-
buje v bujonu s pfidavkem urey. Detekce je pro-
vedena roztokem dusi¢nanu rtutného, ktery rea-
guje nejprve s NaCl obsaZenym v bujéonu za vzni-
ku bilé nerozpustné sraZeniny chloridu rtutného,
kalomelu:

Hg2(NO3)2 + 2NaCl Z HgeClz + 2NaNOs3
Je-li ve vzorku piitomen amoniak, ihned zrea-
guje:

HgeClz + NH; ZHg <1ng2

+ Hg + HC!
Uvolnénd koloidni rtut vybarvi pritomnou bi-
lou sraZeninu vyznacné cCerné, je-li mnoZstvi
amoniaku malé — 3Sedé&. Koloidni rozptyl rtuti
¢ini reakci velmi citlivou. V dosavadnim pouZiti
se metoda osvédCila pro vysokou rozliSovaci
schopnost, citlivost, jednoduchost provedeni a
selektivitu pro P. pseudotbc a P. multocida. Pfes
uvedené klady mé metoda tuto nevyhodu: Dusic-
nan rtutny, ktery deteguje uredzu v kultivacnim
bujonovém médiu, po aplikaci ho znehodnocuje.
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Kvalitativni dikaz produkce
sirovodiku

Pokus o priikaz sirovodiku se b&Zné provadi
s pouZitim diagnostické plGdy podle Reeda a Orra,
jak ji popisuje Raska — pepton 2 %, Na2HPO4
0,2 %, glukéza 0,1 %, agar 0,2 % v destilované
vod&. Jako indikdtor se pouZivd 10 ml 0,02%
roztoku octanu olovnatého na 1 litr vody. Inku-
bace 24 hodin pfi teploté 37°C.

Podstatou této metody je vznik nerozpustného,
charakteristicky zbarveného sirniku olovnatého:

-

(CH3COO0)2Pb + H2S < PbS + 2CH3COOH

Uvedend metoda se ndm rovnéZ nejevila do-
statecné citlivd a selektivni, jmenovité pfi kvan-
titativné slabém rastu.

Jako novy postup navrhujeme detekci sirovodi-
ku reakci s nitroprussidem sodnym, ktery dava
s alkalickymi roztoky sirnikd intenzivni, Cerve-
nofialové zbarveni. Jako pidu je moZno pouZit
bujén, (pFitomnost urey nevadi).

ProtoZe sirovodikova voda pFimo nereaguje, je
nutno provést alkalizaci amoniakem. Celkové
schéma reakce miiZeme vyjad¥it:

[Fe'(CN)sNOJ2~ + S2- 2 [Fel!(CN)sNOS]4~

Uvedend metoda se osvédcfila pri vSech dosa-
vadnich pokusech. Byla specifickd pro P. multo-
cida, citliva a jednoducha.

N&avod k pfipravé plidy s ureou
a ¢inidel pro detekci ureédzy
a sirovodiku

1. Pfiprava diagnostické pady:
Chemikélie a suroviny: 20% roztok urey v des-
tilované vodg, bujén. :
Bujon se rozlije do zkumavek po 5 ml, zku-
mavky se zazatkuji a sterilizuji. Po vychlad-
nuti se pFid4d sterilné do kazdé zkumavky
0,1 ml roztoku urey, pfedem zfiltrovaného
pfes bakteridlni filtr (Seitz).

2. Priprava ¢inidel:

a) 1% roztok nitroprussidu sodného. Pfipra-
vujeme nejradé&ji vZdy Cerstvy a spotifebu-
jeme nejlépe do 24 hodin. Casem se roz-
klada;

b) amoniak pfipravujeme zied&nim na 5 %;

c) dusi¢nan rtutny pfipravime rozpusténim
5,6 g Hg2(NO3)2.2H20 v 1000 ml destilo-
vaneé vody.

Provedeni:

Z Cisté kultury ockujeme bé&Znym zplisobem do
popsanych tekutych pdd. Inkubujeme 24 h. pfi
37°C.

Pri detekci uredzy aplikujeme 2 ml roztoku du-
si¢nanu rtutného, pfi detekci H2S nejprve 0,5 ml
5% amoniaku a ihned 0,3 ml nitroprussidu sod-
ného.

Odecdteni:

Bakteridlni kmen

Uredza (dusitnan
rtutny)

Sirovodik (nitro-
prussid sodny)

Pasteurella pestis

bild sraZenina

bezbarvy roztok

Pasteurella

pseudotbc I—V

Pasteurella ¢ernd sraZenina | bezbarvy roztok

multocida Cernd sraZenina Cervenofialovy
roztok

Obé& mavrhované reakce urychluji a zvyraziiuji di-
ferenciaci Pasteurella pestis, Pasteurella pseudotu-
berculosic I—V a Pasteurella multocida.

Souhrn

V préci je popsdna novd metoda kultivaéné bioche-
mického prikazu uredzy a H2S u nékterych pasteu-
rel. Podstatou detekce uredzy je pFitomnost urey
v tekuté pidé a dusi¢nan rtutny jako aplikovany
indikator uredzy. Reakce je okamZitd, v pozitivmim
pFipadé se projevi z€erndnim.

Sirovodik se prokazuje v tekuté ptd& (bujénu)
pomoci 5% amomiaku a nitroprussidu sodného. Re-
akce je okamZitd, v pozitivnim pripadé se projevi
zCervendnim (Cervenofialovy odstin).
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magnetu

Pojizdny stojan k otnimu magnetu a sestrojeni elektrického zafFizeni napéjeni magnetu
0. p. Jaroslav Dvorédk, Vojenskd nemocnice Plzeii

Magnet i napéjeci Cast jsou umist¥ny na pojizdném stojanu. Uprava umoZiiuje pohyb
vSemi sméry. Napédjeni je provedeno pomoci transforméatoru a selenového

usmériiovate umisténého rovné% ve stojanu. Odpadaji tedy akumuldtory, ¢imZ je od-

stran&no $ifeni vyparl z nich a jejich vliv na korozi pfistroje a ostatnich predmé&td

na séle.

Odména v misté poddni 600,— Kcs
Informace : Autor, Vojenskd nemocnice Plzein



