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PŘÍSPĚVEK K LABORATORNÍ DIAGNOSTICE NĚKTERÝCH PASTEUREL

Podplukovník MUDr. F. KYNTERA, CSc., prom. farm. F. ŠITA
Vojenský lékařský výzkumný a doškolovací ústav IEP v Hradci Králové

Laboratorní diagnostika 'některých pasteurel,
Zejména jejich pohotová diferenciace, má v polní
epidemiologii veliký význam. Rozlišení Yersino-
va bacila — Pasteurella *pestis od pěti typů Pas-
teurella pseudotuberculosis, Paste'urella multoci-
da, ev. Pasteurella homolytica bývá v některých
případech velmi náročné a hlavně Zdlouhavé.

Na základě vlastních Zkušenosti p-o praktic-
kém prověření všech dostupných metod diferen-
ciace některých pasteurel předkládáme vlastní
poznatky k ulrychlení diferenciace některých
pasteurel na podkladě kul-tivačvně biochemíckých
metod.

Základem biochemické diferenciální diagnos-
tiky je K-nappovo Schéma:
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Mollaret pokládá Za nejspole'hlivější Znak di-
ferenciace Pas'teurella pseudotuberculosis od
Yersinova bacila: :tvorbu ureázy a |pohyblivost
nad 37°C. I v Raško'vě rozlišovací tabulce kvas-
ných a bioohemickýc'h vlastností pasteurel je
tvorba ureázy a H28 zvýrazněna.

Kvalitní průkaz ureázy

Základem průkazu ureázy je její Specifická
vlastnost, rozkládání urey:

CO[NH2]2 + H20 Z 2NH3 + C02

Používané diagnostické půdy obsahují ureu a
vzniklý amoniak je dokazován nespecificky, na
Zákfladě posunu pH půdy do alkalické oblasti
běžným vhodným acidobázickým indikátorem.
Při specific'kém průkazu se obvykle využívá re-
akce alkalického jodortut'natanu —— Nesslerova
činidla, které dává s amoniake'm žluté Zbarvení
až amorfní hnědou sra'ženinu sumázrrního složení
HgZISNHZ.

První Způsob byl vyzkoušen s použitím půdy
Rustigianovy-Stuartovy, jejímž základem je kvas-
nìcvový extrakt »s přídavkem KH2PO4. Indikátorem
je fenolová červeň. Tato lmetoda se neosvědčila
pro malou citlivost a selektivitu. Nevýhodou Nes-
slerova čínidla je především malá rozlišovací
schopnost.

Ve snaze využít Selektivity tvorby ureázy ja-
ko »stab-ilního diferenciačního Znaku navrhujeme
tento Způsob detekce: Testovaný mikrob Se inku-
buje v bujónu S přídavkem urey. Detekce je pro-
vedena roztokem dusičnanu rtuťného, který rea-
guje nejprve s NaCl obsaženým v łbujónu Za vzni-
ku bílé nerozpustné sraženìny lcëh'l-or'idu rtut'ného,
ka<lomeluz

Hg2[N03]2 + ZNaCl Z H'gZCIZ + 2NaN03

Ie-li ve vzorku přítomen amoniaˇk, ihned Zrea-
guje:

+ NHšZHg <NHZHgZCIZ CI + Hg + HCl

Uvolněná koloidní rtut' vybarví přítomn-ou bi-
lou sraže-ninu význačně černě, je-li množství
amonia'k-u malé —— šedě. Koloivdní rozptyl rtuti
činí reakci velmi citlivou. V dosavadním použití
se 'metoda osvědčila pro ıvysokou rozlišovací
schopnost, citlivost, jednoduchost provedení a
selektivitu pro P. pseudotbc a P. multocida. Přes
uvedené klady lmá metoda tuto nevýhodu: Dusič-
nan rtut'ný, který deteguje ureáZu v .kultivačním
bujónovém médiu, po aplikaci ho Znehodnocuje.
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Kvalitativní důkaz produkce
Sirovodíku

Pokus o průkaz Sirovo-díku Se běžně provádí
S použitím diagnostické půdy podle Reedaa Orra,
ja'k ji popisuje Raška — pepton 2 0/0, Na2HPO4'
0,2 0/0, glukóza 0,1 0/0, agar 0,2 0/0 v Vde-Stilované
vodě. jako indikátor se používá 10 ml 0,02%
roztoku focˇtanu olovnatého na 1 lifltzr vody. Iflnku-
bace 24 hodin při 'teplotě 37° C.

Podstatou této metody je vznik nerozpuS'tné-ho,
charakteristický zbarvenéh-o sirníku olovnatého:

--›
[CH3COO]2Pb + H23 <— PbS + ZCHSCOOH

Uvedená metoda se nám rovněž nejevila do-
Statečně citlivá a Selektivní, jmenovitě při kvan-
titativně Slabém růstu.

jako nový postup navrhujeme detekıci sirovodí-
ku ıreakcí S nitroprussidem sodným, ıkterý dává
S a'lkalickými roztoky -Sirníků intenzívní, červe-
nofialové zbarvení. Jak-o půdu je možno použít
b-ujón, [přítomnost urey nevadí).

Protože sirovo-díkvová voda přímo nereaguje, je
nut'n'o provést alkalizaci amoniakem. Celkové
schéma reakce můžeme vyjádřit:

[FeII[CN]sNO]2_ + [FeII[CN]5NOS]4ˇ-›
32— <—

Uvedená metoda se osvědčila při všech dosa-
Vad'nícëh pokusech. Byla specifická pro P. multo-
cida, citlivá a jednoduchá.

Návod k přípravě Ipůdy S ureo-u
a či'nidel pro detekci ureázy

a Sirovo-dí'ku

1. Příprava diagnostické půdy:
Chemikálie a Suroviny: 200/0 roztok urey v 'deS-
tilova-né vodě, bujón. -
Bujón Se rozlije do zkumavek po 5 ml, Zku-
mavky Se zazáłtkují a Sterilizují. Po vycvhlad-
'nutí Se přidá sterilně do každé z'kumavky
0,1 ml roztoku urey, předem zfiltrovaného
přes bakteriální filtr [Seitz].
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2. Příprava či'nidel:
a] 10/0 zroztok Iniftroprussidu sodného. Připra-

Vujeme Inejraději vždy čerstvý a Spotřebu-
jeme nejlépe do 24 hodin. Časem se roz-
kláfldá;

b] amoniak připravujeme Zředěním na 5 0/0;
c] dusičnan rtut'ný připravíme rozpuštěním

5,6 g Hg2[N‹Os]2.2HZO v 1000 ml desfˇtilo-
vafné vody.

Provedení:
Z čisté kultury očkujeme běžným způsobem do
popsaných tekutých půd. Inkubujeme 24 h. při
37° C.
Při detekci ureázy afiplikujeme 2 ml roztoku du-
Sičnanu rtut'ného, při detekci HzSnejprve 0,5 ml
50/0 amoniaku a ihned 0,3 ml nitroprussidu Sod-
ného.

Odečtení:

Ureáza [duSičnan
rtut'ný]

Sirovodík [nitro-Bakteriální kmen . ,prusSıd Sodny)

Pasteurella pestis bílá Sraženina
Pasteurella
pseudotbc I-V
Pasteurella
multocida

bezbarvý roztok

černá Sraženina
černá Sraženina

bezbarvý roztok
červenofialový
roztok

Obě ınavrhovaıné :reakce uvrychlují a zvýra'zňují di-
ferenciaci Pasteurella -peStiS, Pasteurella pseudotu-
berculoSic I-V a Pasteurella multocida.

Souhrn

V :práci je popsána ~nová metoda kulıtivač-ně bioche-
miokéıho [průkazu ureázy a HZS u něłkterýoh pasteu-
rel. Podstatou detekce ureázy je přítomnost urey
v tekuté (půdě a dusičznan rtutiný jatko aplikovaıný
indikátor ureázy. Reakce je okamžitá, v pozitivním
případě Se projeví Zčernáním.

Sirovodík Se prokazuje v [tekuté půdě [bujónu]
pomocí 50/0 .am-oınialkru a nitro'pxrussid-u sodného. Re-
akce je okamžitá, v [pozitivním (případě se øprojeví
Zčervenáıním [ červenožfia'lový odstín ] .

Písemnictví u autorů
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13 HT-ZS/66

magnetu

Pojízdný Stojan k očnímu magnetu a sestrojení elektrického zařízení napájení magnetu
o. p. jaroslav Dvořák, Vojenská nemocnice Plzeň

Magnet i napájecí část jsou umístěny na 'pojíZ-dném stojanu. Úprava umožňuje pohyb
Všemi směry. Napájení je provedeno pomocí transformátoru a selenového

usměrňovače umístěného rovněž Ve St-ojanu. Odpadají tedy akumulátory, čímž je od-
straněno šíření výparů z nich a jejich Vliv na korozi přístroje a ostatních předmětů
na Sále.

Odměna v místě podání 600,- Kčs
Informace: Aut-or, Vojenská nemocnice Plzeň


