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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 2 (XXX)-1957-CISLO 5

Studie biologické devitalisace viru infek¢éni obrny prasat
v mo¢i a hnojuvce

M3yyeune GUOJIOTHYCCKOM ICBMTAIM3AUMI BUpYyca MiudeKIuEoHHOro sxHunedaJIoMmusIMTa
CEHHEH B MO4Ye M HABO3HOM MXKMIKe

Study of Biological Devitalization of Virus of Infectious Paralysis of Hogs in Urine
and Liquid Manure

Eine Studie iiber biologische Devitalisation des Virus der ansteckenden Schweinelihime
im Harn und in der Jauche

MVDr Jan CERNOVSKY
Ustav pro mikrobiologii a imunologii veterindrni fukulty Vys. §koly zemédélské
v Brné, prednosta prof. Dr R. Harnach

Doslo dne 20, IX. 1956
Uvod

Uspédny boj proti infekeni obrne vepti piedpoklada v prvé fadé dokona-
lou znalost biologie viru této nehezpeciié choroby. K témio znalostem patiii pre-
vence a zjisténi pathogenity viru po projiti biocenosou.

Tato okolnost byla podrobena nz mikrobiologickém tustava Vysoké skoly
veterindarni dikladnému studiu a v ramci tohoto studia jsem byl povéfen prof.
Dr Harnachem dil¢im tkolem, abych zjistil dobu a riizné okolnosti, za kterych
si obrnovy virus uchoviva vitalitu resp. zanika v mocivcee; jako dulezita okolnost
bylo urceni vlivu rozkladnych a biothermickych pochodi za teploty letniho a
zimniho obdobi.

Do hnojného prostiedi se virus dostane nékolikerym zptsobem. Predné
trusem a snad i slinami chorého vepre. Pak jakoukoliv demontazi s mrtvym
obrnovym veprem ve statku (¢erné pordzky a pod.) a to zejména pti manipulaci
s mozkem, michou resp. mozkomiinim mokem. Za zivota nemocného vepie se
mnoho viru dostava do hnoje vvkaly. V krvi ani moc¢i nebyl virus dokazan
(Klobouk 16, Fortner 9 Marcin?20, aj.); naproti tomu Andrejev
(1) ptedpoklida, ze vylucovani viru z téla se déje slinami, mod¢i, vykaly a se-
krety z nosu nemocného vepre.

Moc¢ a mocuvka jsou moznd vnejsi prostiedi, do kterych se virus mtze do-
stat a podléhd pak proménam jak po strince chemické, tak i biologické; z jejich
slozek a promén lze nabyti ptibliznou predstavu o devitalisaénim vysledku.

Zikladem mocivky je zkvasend nmo¢ nasich domacich zvifat s pfimési
fekalii, ztedénych vodou.

Z dustrojnych litek obsahuje mo¢: mocovinu CH,N.O, hlavni dusikatou
soucdst moce ssavcu, kreatinin C,H.ON, a kreatin C,H,O,N,. Dale purinové
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latky chemicky odvozené od jadra C.H,N,, soli kys. karbaminové, kys. mo¢ovou
C;H.N,O;, kys. hipurovou C.H,NO,, zisady purinové, produkty hnilobné a jesté
mnohé jiné astrojné latky (Vace k 31).

Z neastrojnych latek moc obsahu]u sodik a chlor jako NaCl fosfor jako
kysely (60 %) a jako stredni (40 % ) fosforeénan viapenaty, siru jako sirany,
zelezo v Ustrojné vazbé, draslik jako fosforecnany K.

Po biologické strance mize mo¢ a tim téz mochvka obsahovat mnozstvi
nejruznéjsi mikrobidlni flory. Nékdy muze byt mo¢ mikroby pfimo zaplavena.
V takovém pfipadé se mizZe moci vyloucit za jeden den az mnoho miliard mi-
krobu.

Literatura uvadi, ze Cerstva a nesterilisovana mo¢ a moc¢ivka ma znacny
uc¢inek baktericidni a téz virosni (Roth, Stein, Harnach 10). Tento
ucinek je v prvé fadé podminén pritomnosti hojné bakterialni flory a jejich fer-
mentti, které bud piisobi na pathogenni mikroby pfimo nebo tak, ze §tépenim
organickych latek uvolnuji teplo, které ve vlhkém prostiedi zneskodiiuje mi-
kroby.

Nejvice bakteridlni flory se dostiva do mociivky vykaly. Jako vsechny zivé
organismy, tak i mikroby potiebuji ke svému zivotu zivné latky, které berou
z prostfedi, ve kterém jsou.

Fermenty jsou latky ptvodu organického, jejichz vliv je katalyticky, t
urychluji chemické pfemény; aniz se samy spotiebuji.

Touto bakteridalni fermentaci, ktera je tim silnéjsi, ¢im vice aktivnich mi-
krobu v mocuvcee je, nastiva fermentacni kvasny rozklad organickych latek v mo-
clavce.

Fermenty hnilobnych bakterii uvoliiuji pii tomto rozkladu teplotu upouta-
nou pfi asimilaci z paprski sluneénich. Tato teplota ma velky vyznam pfi biolo-
gické sterilisaci hnoje i mocivky. Teplota, ktera vznikd pfi tomto t. zv. samo-
zahfati hnoje dosahuje béhem péti dnt 70—80" C. Podle Harnacha (10)
tato téplota stadi na zni¢eni prevazné vétsiny mikrobii a viri. Rovnéz i spory
jsou touto teplotou nifeny, ponévadz pti postupném zvySovani teploty vyklici
v bacily a tyto jsou pak vyssi teplotou niceny. Rovnéz i vlhkost a ektotoxiny
antagonistickych mikrobi se zde silné uplatriuji.

Z organickych latek, které nejvice podléhaji fermentaénimu rozkladu, jsou
nejdalezitéjsi bilkoviny. Tyto se pomoci proteolytickych ektoenzymu §tépi na
slozky jednodussi, ¢asto za tvorby zdpachovych litek, jako jsou amoniak, siro-
vodik, merkaptan a j. Koneénym produktem rozkladu jsou pak zakladni sta-
vebni kameny bilkovin, aminokyseliny.

Z mikrobtu, pusobicich svymi fermenty tento rozklad, jsou nejdilezitéjsi:
Vibrio septique, bac. putrificus, Closiridium flegmonae emphysematosae, bakt.
fluorescens liquefaciens, bakt. coli commune a j. Rovnéz organicky dusik, na-
chédzejici se v moélivee, v mocoviné, kys. mocové, a kys. hippurové, podléha zahy
fermentaénimu rozkladu kvaseni, coZz zpiisobuje hlavné mikrokokkus ureae fer-
mentem ureasou. Stejné urobacilus Pasteuri, Ducloxii, Maddoxii, bakt. coli
commune, ruzné streptokokky a sarciny se tohoto rozkladu zucastriuji.

Z ferment, pusobicich ptimo na bakterie, pfipisuji Glasser a Prinz
(34) hlavni Géinek rostlinnym oxydasim. Rovnéz fermety z endokrinnich zlaz
pusobi baktericidné.

Ze tato biologicka sterilisace je vysledkem kvasného pochodu, ktery je vy-
volan mikroflorou hnojnou nebo moc¢ivkovou, potvrzuji rovnéz Harnach o-
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vy pokusy, jez ukazaly, ze nemuze dojit ke sterilisaci spor a bacila v moétvce
a ve hnoji sterilisovaném, vyhnilém, vykvaseném neb zahfatém. Prosté vSude
tam, kde kvasna mikroflora byla jiz zni¢ena. Tuto skuteénost jsme znovu potvr-
dili pfi naSich pokusech s obrnovym virem ve sterilisované mocavce, jak je
uvedeno dale.

Ve druhé radé je baktericidni a ¢aste¢né snad i virocidni u¢inek modéivky
podporovan pusobenim bakterialniho antagonismu. O tom je znamo, zZe mnohdy
zcela nepathogenni zdrodky uplatiuji energicky tlumivy vliv na velmi nebezpeé-
né mikroby.

Skrjabin aSapiro (26) uvddi antagonismus bakterii mlééného kva-
$eni proti hnilobnym bilkovinnym bakteriim. Mohr a Werner (21) zjistili
antagonistické vlastnosti mezi jednotlivymi zirodky uvnitf skupiny paratyfu.
Dosko¢il (8) zjistuje antagonismus bakt. coli proti zdrodkim tyfovym pti
riznych teplotich. Tvrdi, ze antagonisticky a¢inek stoupa s teplotou prostfedi.
Optimalni je teplota télova.

To, co je znamo o vitdlnim antagonismu mezi mikroby, lze ¢4steéné pred-
pokladat také u vird. Jen Brauner (3) v praci provedené v nafem tstavé ma
jisté udaje o tomto studijnim aseku. Tak jako existuji symbiotické vztahy mezi
viry a bakteriemi, na pi. virus chiipky vepit a haemophilus, nebo virus moru
vepiu a sal. suipestifer atd., tak jsou také jist¢ antagonistické protivy mezi mi-
kroby saprofytickymi a viry, o které projevil Harnach obzvlastni zijem a
na které upozoriuje také Muromcev (22). Tak na p¥. u ultraviri rostlin
byl skutetné potvrzen antagonismus v pracich M. S. Dulina a M. I. Gol-
dina (citovino podle Muromceva). Neni pochyby, Ze podrobnéjsi studie by
mohly pfFinésti cenné nélezy. Prozatim se hodlame spokojiti s vyzkumem, ktery
konstatuje komplexni vysledek acinku fermentace a bakt. antagonismu, projevi-li
se také vuci virim tak jak je znam u nékterych bakterii.

V dustavé provedené uspésné vyzkumy o fermentaci, vyhnivani a o devitali-
saci, jez studoval Harnach u bac. anthracisa Borkovec (3), Laznic-
ka (19), Dvotacek (7), a Krisko u nejriznéjich salmonel, nabadaji
vyzkouset tuto otazku biologické devitalisace také na viru infekéni obrny vepfi
a na jinych virech.

Fortner (9) udava, ze pii stiredni teplot¢ 15" C virus obrnovy ztraci
svou vitalitu v moc¢tvce mezi 6.—21. dnem a uvadi tedy znaéné §iroké casové
rozmezi (15 dni). Nds zajimalo, jaké ¢asové vlivy se uplatni za obdobi vyssi
temperatury (letni obdobi) a za chladna (v obdobi podzimnim az zimnim),
zvlasté kdyz tomuto dulezitému faktoru nebyla v praci Fortnerové véno-
vana pozornost.

Z citovanych literdrnich tdajii plyne, zZe o osudu obrnového viru mimo télo
vepfe je zniamo velmi malo. Zvlasté pak chybi ddaje o destrukénich ¢initelich
biologické povahy.

* Tyto biologické ¢initele zjisfovat a aplikovat o tom poznatky v praxi, je
§ir§im vyzkumnym tkolem prof. Dra Harnacha na mikrobiologickém tustavu
veterinarni fakulty. Usekovym ukolem, ktery mné byl svéfen, bylo hlavné
zjistiti: :

1. za jakou asi dobu zanikd Zivotnost viru infekéni obrny vepfi v rozkla-
dajici a zahnivajici mo¢i a mocivee za letniho tepla, kterd se pohybuje mezi

20—30° C,
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2. v jaké asi dobé hyne tento virus za chladna. zvlasté za zimniho obdobi,
pti prumérné teploté kolem 9" C,

3. analysu virocidniho G¢inku v moc¢i po strance thermosiabilnich a ther-
molabilnich slozek.

Pracovni technika

Abychom mohli sledovat jednotlivé tkoly, jez do sebe zapadaji. zvolili jsme
si dvé teploty, ve kterych byl virus infekeni obrny udrzovan. Pak jsme do smési
moci a mocuvky, kterou tvorila moc¢ vepiova, kravskd a ztedéné fekalie, umisté-
né ve dvou kadinkach, vlozili po 10 a 20 siécich z gazy, do kterych jsme zabalili
2 g virulentniho mozkomisniho materidlu z vepre, u néhoz byla klinicky a his-
tologicky prokazana infekéni obrna vepri.

1. Prvni fada pokust s 10 vzorky virulenini tkiné byla chovina 3—15 dni
ponofena v mo¢i v thermostatu, ustileném na 25" €', coz odpovidalo primérné
teploté letni. '

2. Druhou kadinku s 20 vzorky positivni mozkoevé tkané (a 2 g) v moci
jsme ponechali v chladu o 9" C, coz jsme zvolili jako model primérné teploty
zimni. Material mozkomisni virulentni tkdne byl zabalen do gazy a vlozen
upevnén na dratcich do moce, kterou byl zaplaven a ponechian v ni 5—30 dni.

Za ucelem zkoumdni doby devitalisace jsme jednotlivé vzorky, t. j. sacky
s mozkomi$ni tkani, vyjmuly vzdy po dvou vzorcich, a to:

z kadinky chované pfti teplot¢ 25 ' z kddinky o pramérné teploté 9" C

za 3 dny, za 5 dnau,
za 6 dnu, za 8 dnu,
za 8§ dnq, za 16 dnt,
za 10 dnu, za 20 dnu,
za 15 dnu, za 25 dnu,

za 30 dnu.

Dva vzorky jsme vyjimali vzdy z kadinky proto, abychom si mohli pripravit
dvojnisobnou davku k aplikaci. Tim jsme si zabezpecili plnou Géinnost viru,
kdyby snad jeho ¢ast byla na pt. vepfem odstranéna vyfrknuiin.

Obsah téchto pytlicka byl oplachnut, rozetien ve sterilnim {ysiologickém
roztoku (1 g v 5 g fysiologického roztoku, takze utvotil 20 % suspensi), a vpra-
ven v ddavee 5 cem intranasalné selatim. Druhy den opakovin pokus jesté s dru-
hym vzorkem stejné vyrobni charge, t. j. 5 ml 20 % suspense vpravené do dru-
hého nosniho otvoru témuz pokusnému seleti. Tak nam vznikly po infekci 2 fady
selat, nakazenych obrnovym materiilem, fermentovanym za tepla po 3—15 dni
(celkem 5 selat) a materidlem fermentovanym za chladna 5—30 dni (celkem
6 selat). Takto o¢kovani be¢houni pozorovani po dobu 35 dnii a zaznamenany
viechny klinické zmény.

Pokusy kontrolni provedeny tak, ze pro obé¢ rady byly dodrzeny stejné
vzorky materialu z infek¢ni obrny vepri v mo¢isterilisované za stejnych
podminek jako v mo¢i normdlni a zkousky s nimi provedeny na dvou selatech
za 15 a 30 dni. Z moce chované jak pii 20" C, tak i pti 9" C to byly doby, kdy
virus chovany v normalni moci byl jiz prokazatelné devitalisovan.

V prehledu probéhly vlastni pokusy takto:
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I. pokusy s virem Kloboukovy nemoci (KN), fermentovanym
pri 25°C

Pokus ¢. 1. Virusovy material, fermentovany po 3 dny, aplikovan intranasilné
vepii. Zvysena teplota za 9 dni, prvni obrny za 12 dni.

Pokus ¢. 2. Virusovy materidl, fermentovany po 6 dni, aplikovan intranasilné
vepii. Zvysena teplota za 11 dni, prvni obrny za 13 dni.

. Virusovy material, fermentovany po 8 dni, byl aplikovan intrana-
salné vepti. Zvysena teplota za 9 dni, prvni obrny za 11 dni.

Pokus ¢. 4. Virusovy material fermentovany po 10 dni byl aplikovan intrana-
salné vepfi. Za vice nez 30 dni vept bez teplot a beze znamek kli-
nického onemocnéni.

. Virusovy material fermentovany po 15 dni, a aplikovan intranasalné

vepii. Za vice nez 30 dni vep¥ bez teplot a beze znamek klinického
onemocneni.

Pokus

¢
w

Pokus

Oc
($2]

Vliastni pokusy

I.skupina pokusau

Pokusy s virem Kloboukovy nemoci, fermentovanym pr¥i
25°% C.

Pokus ¢. 1. Virus fermentovany pe 3 dny (charge ¢. 1)

Dne'6. 11. 1951 dopoledne infikovan veptik ¢. 708-1 5 ml 20% suspense
obrnového viru intranasalné do pravého nosniho otvoru. (3 dny v teploté 25°
C.) Teplota veptika pred aplikaci 38,8" C. Je ¢ily, ptijima potravu a nejevi pfi-
znaky zadného onemocnéni.

Dne 7. 11. aplikovina témuz vepiiku dalsi davka 5 ml 20% suspense
obrnového viru téze t¥idenni fermentace. Teplota veptika 38,7° C. Teplotni
kiivka veprika ¢. 708-1:
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Vysvétleni: Yy znaé¢i prvni priznaky obrny.



Prabéh: Zvysena teplota se dostavila za 9 dni po intranasalnim vpraveni
fermentovaného obrnového viru. Prvni obrny se objevily za 12 dni (dne 17. 11.
1951). Dne 19. 11. byl vepiik porazen a mozek a micha byly histologicky vy-
Setfeny. Zji§tény cetné perivaskuliarni lymfocytarni infiltraty, typické pro na-
kazlivou obrnu vepfu.

Pathologicko-anatomicky zjisténo: hepatitis interst. chronica, dilatace pra-
vého srdce, hyperemie nosni prepazky.

Pokus ¢. 2. Virus fermentovany po 6 dni (charge ¢. 2)

Dne 8. 11. 1951 dopoledne jsme aplikovali klinicky zdravému vepiiku ¢.
642-2 7. v. 19 kg 5 ccm 20% suspense fermentovaného obrnového viru intra-
nasilné do pravého nosniho otvoru. Teplota vepfika pted aplikaci 39,8" C.

Dne 9. 11. 1951 vpraveno témuz vepti dalsich 5 cem 20% suspense ferm.
obrnového viru ¢. 2 do druhého nosniho otvoru. Teplota veptika 39,7° C. Vepf
je stale klinicky bez ptiznaku. Teplotni kfivka pokusného vepte ¢. 642-2 béhem
pokusu:

T 8-41 941 A0M 111 1211 13191 1441 1511 1611 1311 18-11 4911 20-11 21-11
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Zvysena teplota se dostavila 11. den po vpraveni viru ¢. 2. Prvni obrny 13.
den. Dne 21. 11. byl veptik porazen. Histologicky prokizina infekéni obrna
vepri. :

Pathologicko-anatomicky zjisténo: hepatitis interst. chronica, bronchopneu-
monia katarrhalis, hyperemie nosni prepazky.

Z pokusu plyne, ze obrnovy virus neziratil virulenci po 6denni fermentaci
v modi pfi teploté 25" C.

Pokus ¢. 3. Virus fermentovany po 8 dni (charge ¢. 3)

Dne 9. 11. 1951 aplikovano vepfi ¢&. 682-3 . v. asi 22 kg 5 ccm 20% sus-
pense obrnového viru do pravého nosniho otvoru. Teplota veptika pred aplikaci
38,5° C. Je ¢ily, ptijima potravu.

Dne 10. 11. aplikovana témuz vepti dalsi davka 5 cem 207¢ suspense
obrnového viru téze fermentace do druhého nosniho otvoru. Teplota vepfika
39,7° C. Teplotni kfivka vepiika ¢. 682-3:
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Zvysena teplota se dostavila 9. den po infekei. Preni obrny vznikly 11. den.
Dne 21. 11. 1951 byl vepiik porazen, mozek a micha histologicky vysetieny a
zjisténa nakazliva obrna veptii. Pokus ukazije, ze obrnovy virus neztratil viru-
lenci ani po 8denni fermentaci v moci pit teplote 25" C.

Pokus ¢. 4. Virus fermentovany 10 dni (charge ¢. 4)

Dne 12. 11. 1951 aplikovino vepriku ¢. 713-4 z. v. kolem 21 kg 5 ccm 20 %
suspense obrnového viru intranasilné do pravého nosniho otvoru (10 dni v tep-
loté¢ 25" C). Télesna teplota vepie pred ap.ikaci 39,9' C. Veptik je &ily, pti-
jima potravu, nejevi priznaky zadného onemocnéni.

Dne 13. 11. 1i51 aplikovdno témuz vepiiku dalsich 5 ml 209 suspense
(téze 10denni fermentace) obrnového viru do druhého nesniho otvoru. Teplota
pokusného vepie 39,6" C. Veprik je stile xlinicky bez jakychkoliv priznaki.
Teplotni krivka vepre ¢. 713-4 béhem pokusu:
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Do 16. 12. 1951 pokusny vepiik nejevi zddnych priznakd onemocnéni. Je
nadale c¢ily, prijima potravu.

[N

Pokus ukazal, ze 10denni fermentaci v urinu ztratil obrnovy virus virulenci,
t. j. prakticky byl znicen.
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Pokus ¢. 5. Virus fermentovany 15 dni (charge ¢. 5)

Dne 30. 11. 1951 dopoledne aplikovano pokusnému vepriku ¢. 258-5 5 ccm
20% suspence ferm. obrnového viru intranasalné do pravého nosniho otvoru
(15 dni v teploté 25" C). Telesna teplota veptika pted aplikaci 39,1" C. Veptik
je ¢ily, pfijimd potravu.

Dne 1. 12. 1951 dopoledne aplikovino témuz vepti dalsich 5 cem 20%
suspense obrnového viru stejné fermentace do druhého nosniho otvoru. Teplota
vepte 39,7" C. Teplotni kfivka pokusného veptika ¢. 258-5 béhem pozorovéani:
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Do 3 1. 1952 nejevi veprik nejmensich znamek onemocnéni. je i nadaie
¢ily. Také tento pokus ukdzal, z¢ pii 15denni fermentaci podobné jako pti dese-
tidenni ztratil obrnovy virus virulenci a neni schopen vyvolati onemocnéni.

Zavérz I skupiny pokusu

Sledovéni postupné fermentace pii 25" C ukazalo, ze vzorky viru fermen-
tované po 3, 6 a 8 dni si podrzely virulenci a zplsobily onemoenéni pokusnych
vepit. Teprve za 10 a 15 dni fermentace zistavali veprici zdravi, coz byl dukaz,
ze virus je devitalisovan. Lze tedy v kvasicim urinu pokladat teprve dobu asi
10 dnd za zpusobilou zni¢it Zivolnost a virulenci viru, jde-li o teplotu 25 C.
kiera muze slouzit za model primerné teploty v teplém ro¢nim obdobi.

II. Pokusy s virem Kloboukovy nemoci, fermentovanym
priteplotée 9'C

. Virus fermentovany po 5 dna a aplikovany intranasalné vepti. Zvy-
Sena teplota 5. den, prvni obrny 12. den.

Pokus ¢. 2. Virus fermentovany po 8 dni a aplikovany intranasalné vepti. Zvy-
Send teplota 5. den, prvni obrny 11. den.

. Virus fermentovany po 16 dni a aplikovany intranasilné vep¥i. Zvy-
Sena teplota 8. den, prvni obrny 11. den.

Pokus ¢. 4. Virus fermentovany po 20 dni a aplikovany intranasalné vepti. Zvy-
Sena teplota 8. den, prvni obrny 13. den.

Pokus ¢. 5. Virus fermentovany po 25 dni a aplikovany intranasalné vepfti. Za
vice nez 30 dni vepr bez teplot a beze znamek klinického onemoc-
néni.

Pokus ¢. 6. Virus fermentovany po 30 dni a aplikovany intranasalné vepfi. Za
vice nez 30 dni vepr bez teplot a beze znamek klinického onemoc-
néni.

Pokus

O
p—t

Pokus

O
(U]
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Il.skupina pokusn

Pokusy s virem Kloboukovy nemoci, fermentovanym piti
teploté asi 9" C.

Pokus ¢. 6. Virus termentovany 5 dnu (charge I)

Dne 7. 11. 1951 dopoledne aplikovino pckusnému vepfi ¢. 683-6 5 cem
20%¢ suspense [ermentovaného obrnevého viru intrasalné do pravého nosni-
ho otvoru (t. j. obrnovy virus fermentovany 5 dnu v teploté asi 9'C'). Teplota
veptika pred aplikaci 394" C.

Dne 8. 11. 1951 dopoledne aplikovino opakované témuz vepriku -dalsich
5 cem 209 suspense obrnového viru téze fermentace. Teplota veptika pii po-
kusu 39,8" C. Prubeh teplomi krivky pokusného veprika ¢. 683-6:
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Zvysena teplota se dostavila 5. den po infckei fermentovanym obrnovym
virem. Prvni obrny vznikly 12. den (dne 18. 11.). Dne 19. 11. 1951 byl vepftik
porazen a v jcho mozku a mise byly opét zjistény ¢etné perivaskularni lymfo-
cytarni infiltraty, svédéici pro nakazlivou obrnu vepfi. Z toho plyne, Ze za
chladna (9" C) zkvaSovany virus obrnovy neztratil nic na virulenci, nebof zpi-
sobil jiz za 12 dni obrnu u naockovaného béhouna.

Pokus ¢, 7. Virus fermentovany 8 dni (charge II)

Dne 10. 11. 1951 aplikovano pokusnému vepriku & 652-7 5 cem 20% sus-
pense obrnového viru intranasilné do pravého nosniho otvoru (virus fermento-
vany 8 dni v teplote asi 9' ('), Teplota veprika pred aplikaci 39,0" C. Vepftik je
¢ily, nejevi ptiznaki zidného onemocneni.

Dne 11. 11. 1951 aplikovano témuz vepiiku dalsich 5 cem 20% suspense
obrnového viru stejné fermentace. Teplota vepre 39.5" C. Teplotni kfivka vepfte
¢. 652-7 na str. 100.

Zvysena teplota vznikla 5. den po infekei obrnovym virem. Prvni obrny se
dostavily 11. den (dne 20. 11.). Due 21. 11. 1951 veptik uhynul. Mozek a micha
histoiogicky vysetteny. Prokdzana infekeéni obrna vepiu. Pathologicka pitva:
hepatitis interst. chronica, dilatace pravého srdee. hyperemie nosni pfepazky.
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Pokus ¢. 8. Virus fermentovany 16 dni (charge YII)

Dne 30. 11. 1951 aplikovino pokusnému vepiiku ¢ 262-8 5 ccm 20% sus-
pense obrnového viru intranasilne do pravého nosniho otvoru. Teplota veptika
pred aplikaci 39,9" C. Je cily, prijima potravu, nejevi ptiznaki zadného one-
mocnéni.

Dne 1. 12. 1951 aplikovino témuz pokusnému vepti dalsich 5 ccm 209 sus-
pense obrnového viru téze fermentace do druhé¢ho nosniho otvoru. Teplota
vepte 39,8" C. Teplotni krivka vepie ¢ 262-8 po dobu pozorovani:
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Zvysena teplota se objevila 8. den po infekci, prvni obrny 11. den. Dne
10. 12. vepiik porazen, mozck a micha histologicky vySetfeny. Prokdzdna na-
kazlivd obrna vepii. Pathologicko-anatomicky zjisténo: hepatitis interst. chro-
nica, haemorhagie na mozkovych plendch, nosni prepizka silné hyperemicka.

Pokus ¢. 9. Virus termentovany 20 dnu (charge IV)

Dne 30. 11. 1951 dopoledne aplikovino pokusnému veptiku &. 257-9 5 com
20% suspense obrnového viru intrasanilné do pravého nosniho otvoru (virus
fermetovany 20 dni v teploté asi 9 C). Teplota veprika pred aplikaci 39,9" C.
Je ¢&ily, pfijima potravu.

Dne 1. 12. 1951 infikovin tentyz vepiik daldsimi 5 cem 20% suspense obr-

nového viru téze fermentace. Teplota veptika 39,7" C. Teplotni kiivka vepte ¢.
257-9: ;
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Zvysena teplota se dostavila 8. den po infekci obrnovym virem. Pruni obr-
ny vznikly 13. den. Dne 13. 12. byl veptik porazen. Histologicky prokizana
nakazliva obrna vepiu. Pathologicko-anatomicky zji§téno: cirrhosis hepatis
chronica, hemorrhagie na mozkovych plenach.

Jak z pokusi ¢. 6, 7, 8 a 9 vyplyva, neztratil obrnovy virus zkvasovany za
chladna asi 9’ C po dobu péti, osmi, Sesnacti a dvaceti dnt nic na své virulenci,
nebot zpusobil u vsech pokusnych zvirat nakazlivou obrnu.

Dalsi 2 pokusy (¢. 10 a ¢. 11) s virem 25 a 30 dni fermentovanym ukazaly
uplnou devitalisaci viru, nebof pokusné zviie zlstalo zdravé a nejevilo zad-
nych znamek onemocnéni. Podobné veptik inlikovany virem po 30denni fer-
mentaci zuastal zdrav, nebof virus byl inaktivovan.

IIl. skupina pokusu. Kdntroly

Pokusy s virem Klobouko vy nemoci fermentovanym ve sterilni moéi.

Pokus ¢. 1. Virus ulozeny ve sterilni mo¢i 15 dni za teploty 25" C a pak apliko-
van intranasalné veptri. ZvySena teplota 9. den po infekei, prvni

i

obrny 11. den. |

Pokus ¢. 2. Virus fermentovany ve sterilni mo¢i po 30 dné za teploty 9° C a
pak aplikovany intranasalné vepti. Zvysena teplota 9. den a prvni
ptiznaky obrny 11. den.

Vysledky z této skupiny pokusta ukazuji, Ze virus i. o., cho-
vany ve sterilni moci za chladného obdobi pri asi 9" C po 30 dni a v teploté
25° C po 15 dni si podrzel virulenci a zpiisobil onemocnéni pokusnjch veptikii.
Naproti tomu v mo¢i kvasici nesterilisované za tutéz dobu ztratil jiz virus svou
virulenci, takze jim ockovani vepfici zustavali zdrivi.

V kvasici mocivee lze teprve dobu 25 dni pokladat za zpisobilou zni-
€it zivotnost viru, probihd-li fermientace pti teploté asi 9° C. Pokladdame tuto
teplotu za primérnou teplotu chladného obdobi.

Prehled a diskuse

Za ucelem zjisténi doby devitalisace obrnového viru v zahnivajici moéi a
mocivce za riznych teplot jsme provedli dvé fady pokusi s obrnovym virem.
Prvni fada vzorki mozkové tkiané s virem KN, ponofenych do moétvky, byla
udrzovina pti teploté odpovidajici priméru letniho obdobi, t. j. 25° C, druha
pfi teploté chladného obdobi, prim. 9° C. Zevni prostiedi (vzorky v kvasici moéi
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a mocuvce) se tudiz blizilo co nejvice prirozenym praméram potud, ze pokusy
byly provadény za raznych tepelnych stava, prichazejicich v lété (25° C)
avzimé (9" C).

Po pfesné stanovenych dobich fermentace, a to v prvni fadé po 3, 6, 8, 10
a 15 dnech, ve druhé fadeé po 5. 8, 16, 20, 25 a 30 dnech byly vzorky obrnového
viru z mocluvky vyjmuty a zpracoviny ve 207¢ suspensi a aplikovany intrana-
salné veprikiim ve vaze 15 30 kg. Tim vznikly postupne 2 redy :vitat infiko-
vanych materidlem obrnovym rizné ve virulenci pozménénym, & z vysledku
biologickych pokusi jsme vyvodili zavér o zmeéne, resp. devitalisa:i obrnového
viru vlivem fermentace v moci.

Z vysledkii nasich pokusi jc patrné, ze obrnovy virus z:ratil vitalitu v mo-
éavee, chované pri vyssi teploi¢ (25 C'), mezi 8. az 10. dnem, kdezo fermentaci
za teploty nizdi, t. j. 9" C. sc tato hranice posunula az na 2C. a 25. den, kdy
ockovani veptici zastavali ji7z zdrivi. To znamend, ze za letri teoloty (prim.
25" C) hyne obrnovy virus ve kvasici moci resp. mocivee as: béaem 10 dng,
zatim co v obdobi chladném (icplota asi 9" ') zanika teprve asi za 25 dnt, t. j.
za dobu 2,5 delsi. V dob¢ nizsi nez jsou tyto (10 a 25 dni) vyvo.avaly virové
vzorky jesté smrtelné oncniocncni, kieré svedcilo o tom, ze virus nebyl za kratsi
dobu jesté devitalisovan.

Z mnasich pokusi je patrnc. ze prave stupen teploty v mocivee hraje roz-
hodujici tlohu pfi devitalisaci obrnového virusu. Pricina 15derni ciference tkvi
bezpochyby v tom, ze pti vyisi teplote jsou podininky pro mnozeni nikrobidlnich
saprofytii daleko ptiznivejtis Tyio maji jak svymi fermenty, tak i icinkem pred-
poklidanych antagonisti juko to dokizal Brauner tlunivy a ptrimo
nic¢ivy vliv na zivotnost obrnového virusu.

Toto potvrzuji predeviin kontrolni pokusy nasi prace, kter? by.y provedeny
ke kazdé skupiné s virem chovanym ve sterilisované moci. V tito mocuavee, va-
rem sterilisované, virus chovany po dobu 15 dni onemocnéri vyvolal, zatim co
v normalni kvasici mocivee byl pri téze teploté za 15 dni jiz asmrcen. Rovnéz
v druhé radé kontrolniho pokusu vyvolal virus, chovany ve sterilisované mociv-
ce pti teploté 9" C po dobu 30 dnii, onemocnéni obrnové, zatim co v normalni,
kvasici mocavcee, byl pfi stejne teplote a za tuiéz dobu (20— 25 dni) jiz usmrcen,
nebot obranu nevyvolal. Z toho vyvozujeme, ze hlavni devitaisacai Géinek na
obrnovy virus nutno pri¢itati fermentaci podminéné cetncu mikroflorou jakoz
i raznym thermolabilnim Litkini. kterych ve sterilni moci neni

"Souhrn

Studiem o dobé a podminkich, za kterych dochazi k zanku viru infekéni
obrny vepra (Kloboukovy nemoci) v rozkladajici se moci & knojivece za pru-
meérné teploty letni (25" (') a4 za pritmérné teploty zimni (¢ C | jsme dosii
k témto zavérim:

1. Devitalisace obrnového viru v kvasici moctivee za lemni teploty (25" C)
prokdzana 10. den fermentacnihio pochodu.

2. V rozkladajici se mocivee za chladného obdobi (prumé:né 9" ), zanikl
virus za 25 dni.

3. Casové rozdily jsou zavislé na teploté a jsou ditkazem vy3si dynamiky
mikrobidlnich kvasnych pochodi v urinu za vyssi (letni) teplovy.
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4. Ze v kontrolni moc¢i, sicrilisované varem, nezahynul obrnovy virus pfi
teploté 25 C ani za 15 dni a pti tepleté 9" C ani za 30 dnd, je dikazem, Ze
devitalisaci tohoto viru v kvasici mocuvee podminuji prevazné jeji slozky ther-
molabilni, které jsou pri bézném kvasném pochodu vzdy pfitomny.
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M3yuyenue GMOJIOrMYECKOMH AEBUTAJM3ANMU BUPYCAa MHOMEKIMOHHOro 9HNEMATIOMMIANTA !
CBHMHEI1 B MOYe U HABO3HON XKMIKe

B pe3yJabTaTe U3yUdeHUs CPOKOB M yCJOBMI, IIPU KOTOPLIX norunbaer BUpPYyC MHEK-
LMOHHOTO 3HIedamoMuaanTa ceuHeit (0onesun Kinoboyka) B pazjaraioleiica Mode u ga-
BO3HOM KM2Ke Npu cpejHeii jerneir temneparype (25 °C) u cpeaueit 3uMmHeit temnepa-
Type 9 'C, mpMIIIM K CJAEAYIOLINM 3aKJIIOUCHUAM:

1. [deBuTanamusaumsa BUpyca MHGEKLMOHHOro s1nedanoMmaInTa B KBacsleica Ha-
BO3HOM KMKe npu JerHen teMmneparype (25 ‘C) pokaszana Ha 10 penb hepMeHTAIMOH-
HOTO Ipolecca.

2. B pa3snaraiolieiica HaBO3HOM KUKE B XOJIOJAHBIN NEpuojs, BPEMEHM (CpeaHAA
temneparypa 9 °C) Bupyc.noruban B Tedenue 25 aHeil.

3. Pa3iuyHbIe CPOKM 3aBUCAT OT TEMIIEPATYPbl M CIYIKAT JI0Ka3aTelbcTBOM Dojee
BBICOKO}M AMHAMMKM MMUKPOOHBIX IPOLECCOB KBAalleHMA B ypuHe rnpu Hojlee BBLICOKUX
JIETHUX TeMIleparypax.

4. To 0OGCTOATENBLCTBO, YTO B KOHTPOJIBHOM MOYe, CTEePUIM30BAHHON RKUIIAYCHUEM
He norud upyc MHAEKUMOHHOTO sHledanomuaanra npu remneparype 25 °C B TeuyeHue
15 ameir, a npu Ttemneparype 9 'C jaxe B Teuenme 30 meil, ABIAETCA JoKasza-
TEJbCTBOM TOTO, YTO JAEBUTAM3AIMA 3STON0 BUPYCa B KBacAU[eHCA HABO3HOM IKMIKE
obycnaBaMBaeTca IJIABHBIM 00pa3oM ee TepMoJabUIbHBLIMM COCTABHBLIMM YacCTAMMU, KO-
TOpbI€ Bcerjila MpMCYTCTBYIOT TIPM HOPMAaJILHOM IIPOLICCCe KBaUICHUA.

Study of Biological Devitalization of Virus of Infectious Paralysis of Hogs in Urine
and Liquid Manure

When studying the time and other conditions under which the virus of infectious
paralysis of hogs (Klobouk’s Discase) disappears in decomposing urine and liquid
manure at average summer temperature (25" C) and average winter temperature
(9° C), we came to the following conclusions:

1. Devitalization of the paralysis virus in fermenting liquid manure at summer
temperature (25° C) appeared on the 10th day of the fermentation process.

2. In decomposing liquid manure in the cold period (average 9' C) the virus
disappeared after 25 days.

3."The differences in time are dependent on the temperature and are evidence
of the higher dynamics of microbial fermenting processes in the urine at higher
summer temperatures.

4. The fact that in the control urine, sterilized by steam, the paralysis virus
did not disappear at a temperature of 25" C even after 15 days, ner at a temperature
of 99 C after 30 days proves that the devitalization of this virus in fermenting liquid
manure is conditioned overwhelmingly by the thermolabile elements in it, which are
always present during ordinary fermenting processes.

Eine Studie iiber biologische Devitalisation des Virus der ansteckenden Schweinelihme
im Harn und in der Jauche

Ein Studium tiber die Zeit und Bedingungen, unter welchen der Virus der an-
steckenden Schweineldhme (Klobouk's Krankheit) in dem sich zersetzenden Harn und
Jauche verfillt, u. zw. bei einer durchschnittlichen Sommertemperatur (25° C) und
einer durchschnittlichen Wintertemperatur (9° C), zeigte folgende Ergebnisse:

1. Die Devitalisation des Schweineldhmevirus in garender Jauche bei Sommer-
temperatur (25° C) wurde am 10. Tag des Fermentationsprozesses bewiesen.

2. In der sich zersetzenden Jauche zur kiihlen Jahreszeit (Durchschnitt 9° C) ver-
fiel der Virus in 25 Tagen.

3. Die Zeitunterschiede sind von der Temperatur abhingig und sind ein Beweis
hoherer Dynamik der mikrobiellen Garungsprozesse im Urin bei héherer Sommer-
temperatur.

4, Die Tatsache, daB in dem durch Abkochen sterilisierten Kontrollharn der
Schweinelidhmevirus bei einer Temperatur von 25 C nicht einmal nach 15 Tagen
und bei 9° C nicht einmal nach 30 Tagen verfiel, ist ein Beweis davon, daB die
Devitalisation dieses Virus vorwiegend die thermolabilen Bestandteile der gédrenden
Jauche (die beim geldufigen Girungsprozess immer anwesend sind) bedingen.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 2 (XXX)-1957-CISLO 5

Prispévek k jaternim zkouskam u koni
K Bonpocy of Mccieosning neyeHy y JIomaxei
Notes on Liver Tests for Horses

in Beitrag zu den Leberpriifungen bei den Pferden

Lubomir SLESINGR
L. interni klinika veterinarni fakulty v Brné, prednosta prof. MVDr K. Sobra

I. Uvod

Jednim z dulezitych ukazatelic zdravotniho stavu zvitat je krevni vy$etteni.
Morfologické vySetieni krve, jak je zniino, bylo zavedeno do veterindrni medi-
ciny spoleéné s krevni sedin entaci pied noxolika desetiletimi. Prikopnikem
v rozboru krevniho sera u koni se stal v 30 letech svou rozsdhlou praci Luy
(1). Postupem casu byly zjistény dchvlky ve <lozeni lidského sera krevniho od
ser nékterych domadcich zviiat. Tak bylo zjisténo, ze pomér krevnich bilkovin se
lisi na pf. u koné v porovnani s ¢lovekem ve vyssim % globulini (Janssemn
cit. Palounek, 2), (Zicha, Opplt 3) Dalsi nekteré rozdily ve sloZeni
mezi koiskym a lidskym serem vysvitaji z praci Luye (1), Opplta a Zichy (3),
na které pro rozsahlost odkazujeme.

IL Cast literarni

A. VSeobecny prehied utdaju ¢ krevnich bilkovinach
sezameéfenimk pomérum u koné

Pomér albuminu a globulinu se velnn ni<ni za chorobnych stavia v orga-
nismu, ovsem nelze priehlizeti rovnez lysiologické vykyvy uvedenych bilkovin.

Nezli vsak prejdeme k fysiologickym a nathologickym vliviim, které pisobi
na pomér a zmény bilkovin krevnich, je nuine <i uvéedomit rovnéz jejich vznik
v organismu, z ¢choz jiz vyplvne slozitost pri odhalovani chorob pomoci zkou-
Sek zalozenych na bilkovinnych reakcich v seru krevnim.

Pokud jde o vznik albuminu uvadeji Wuhrmanna Wunderly (3),
ze se tyto tvoii prevazn¢ v jatrech. Globulinir j¢ urcoviano misto vzniku vedle
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jater rovnéz v dreni kostni a v retikuloendothelu. Za vychodisté gama-globulint
se povazuje retikuloendothelialni tkan a ddle tkan lymfoidni. Rovnéz nezralé
lymfocyty a plasmocyty mohou uvolnit beta- a gama-globulin. Dale pak miize
byti na pt. ovlivnéno snizeni albun:ini jednak snizenou jaterni tvorbou nebo
ztratou ledvinami, preputovanim do ascitu a jinych télnich transudati.

Pro informaci uvedu hned na za¢dtku normalni hodnoty albumint, globu-
linti a jejich frakci, jak je dosud zjistili nékteti auteti u zdravych koni.

Globuliny
Jméno | 94 bilkovin album.

;‘ alfa ’ beta . gama

I 1 z l
Fanssen ‘ 75 3y 10 14 38 asc.

41 i 10 15 | 34 desc.

Luy [ 8,1 ; 50 | celkové globul. 35 [
Zicha, Opplt 62488 405 19,6 194 205
Neumann — Piskac ; 7,58 : 37,4 @ 18,2 18,4 i 25,8

| [

Z tabulky jsou patrné rozdily ve zjisiéni hodnot nekterych bilkovinnych
frakei.

Stoskl (13) uvadi nasledujici poméry bilkovin nékiergch autori u koné:

{ Globuliny
Serum ) ) ‘ [
Autor Plasma Metoda  Album. | 4f, E alfa ‘ beta ‘ beta | gama | gama
|1 |2 | 1] 2| 1]2
| ? \ |
Wunderly serum M.E. 40,9 | 15,0 15,9 | 6.4 21,8
Fogers serum P.E. 376 | 47 | 93 | 127 | 65 20,0
Deutsch plasma M.E. | 298 \ 8,2 | 12,3 21,9 27,0
Boguth serum P.E. | 394 ! 4,1 | 12,1 | 13,3 | 98 21,3
Edsall serum M. E. 32,1 | 13,8 24,2 29,9
Witmer serum B E; 38,3 . 7,5 | 12,2 22;1 19,8
Fanssen serum M.E. 41,0 | 10,1 15,0 34,0
\ | | i

M. E. makroelektroforesa. P. E. papirova elektroforesa.

Nestejné hodnoty bilkovin, jak je patrno z tabulek, nespoc¢ivaji v rozli¢-
nosti pouzitych metod, nybrz v tom, ze praméry jsou vypocitiny z malého
poctu ser koni a dale rovnéz proto, ponévadz nebyl bran zretel na oetfovani,
rasu a stari jednotlivych koni, kicrézto prvky podminuji biologické kolisani hla-
din jednotlivych krevnich bilkovin. Podle St 6 ¢ kla kolisaji hladiny albumint
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v seru koné od 30,4 az 41,6, alfa-globulini od 14,1 do 16,5, beta-globulinid od
19,3 do 21,0, gama-globulini od 24,2 do 28,0.

Ke zménam poméru bilkovin muze dojiti za [ysiologického stavu pfi jed-
nostranném krmeni, obzvlisté chudém na bilkoviny. Chopard (4) na pt.
uvadi, Ze pti zkrmovani krmiva po delsi dobu chudého na bilkoviny klesa %
albuminu. Nelze viak tvrditi, ze by potrava a nipoj pokud se pedavaji v obvyk-
lych davkich néjak valné ovliviiovaly krevni bilkoviny co do jejich poméru a
mnozstvi. Chopard (4), Netousek (5). Avsak nadmérny pfijem tekutin
nebo nadmérna ztrdta pak mize ovlivnit mnozstvi bilkovin, nebof jde v dusled-
ku zhoustnuti nebo ztedéni o zménu mnozstvi bilkovin v objemové jednotce.

z dalsich fysiologickych vlivii na pomér krevnich bilkovin nelze prehlizeti
stati. Garner (cit. Palounek, 2) prokdzal u mladych lidi niz§i % bilkovin.
Podle naseho vysetieni ser 3 hiibat, jednoho 18 hod., druhého 3 hod. a tfetiho
10 hod. starého, byl zjisten chemickym tustavem vet. fak. tento bilkovinny po-
meér:

\ L. ‘ 11. [ L.
Celkové 9/, bilkovin } 4,10 ‘ 5,03 ! 5,25
Proteinovy index ‘ 8,0 5,4 4,5
Albuminy | 53,8 | 64,7 ; 48,6
Globuliny alfa ] 15,4 ! 17,9 i 18,6
beta i 11,0 19,3 200
gama ‘ 19,8 stopy ‘ 12,8

Nilez tedy potvrzuje snizeni hlavné globulinovych frakei u narozenych
hfibat.

Pokud jde o pohlavi a pomer bilkovin v seru krevnim, jsou literarni udaje
velmi skromné. Pouze G arner (cit. Palounek, 2) uvadi, ze hladina celkového
proteinu u skotu je stejna u obou pohlavi. U c¢loveéka je o néco vyssi procento
globulin u zen nezli u muzi. U koni podobné prace nejsou znamy.

Ke zménam v poméru bilkovin sera krevniho dochazi hlavné za stavi patho-
logickych. Dlouhou dobu se prisuzovala hlavni aloha ve zméné poméru bilkovin
v seru krevnim zménam jaternim. Dnes vime, ze v tomto sméru hraji vedle jater
dilezitou ulohu rovnéz ledviny a tkan retikuloendothelidlni. Tak na p¥. pf¥i ne-
frosach klesa albumin, méni se obsah globulini a zmnozuje se fibrinogen (H o -
fejsi, 6). Globulin a fibrinogen se ovsem tvori vedle jater v dfeni kostni a v re-
tikuloendothelu (Wuhrmann, Wunderly, 7). Pfi jaternich cirrhosdch
nastiva zmnozeni beta a gama-globulinii. Hepatosy, jak prokazal Wieder-
mann (8) jsou charakterisoviany sice zmnozenim gama-globuling, tyto viak
nejsou imunitni povahy, nybrz pri¢inou jejich zmnozeni je neschopnost jater
odbourdvat gama-globulin. K vaznym zmenam bilkovin krevnich dochazi rovnéz
pfi gastrointestindlnich poruchdch, jak uvidi Wuhrmann, Wunderly
(7) a jak vyplyva z naseho pozorovini. Albuminry hraji dalezitou dlohu ve vod-
nim hospodafstvi organismu a dale chrani erythroeyty pred haemolysou.



Ptihlédneme-li proto k témto dosud znanym tdajiim o krevnich proteinech,
vyplyva z nich slozitost jejich dkola ve zdravém organismu a dale zmény jejich
pomérii za pathologickych stavi jsou vysledkem dysfunkce ne pouze jater, nybrz
lze tici, celého organismu.

B. Pfehled idaju o zkousSkach jaternich se zamérfrenim ke koni

Z nékolika desitek jaternich zkousek, kieré ma k disposici humanni medi-
cina, vyplyva, ze doposud nebyla nalezena zkouska, ktera by bezpe¢né prokazala
jaterni zmény. Pro objasnéni je nutné prihlédnout k lysiologii jater samych a
dale k tém organim mimo jatra, které se zacasini na tvorbé a preménach krev-
nich bilkovin, jak jiz bylo nahote uvedeno.

Z fysiologie jater je tfeba podotknouti, ze sc¢ viechny jaterni buiky nezu-
¢astni soucasné své funkce. Jaterni bunky pracuji dsekove v tom siryslu, ze jed-
na ¢ast na pt. v centru lalacku odpociva, kdezto buitky na periferii pracuji. Vel--
mi dilezitd a zdvazna pro veskeré zkousky opirajici svoje vysledky o zmény
jaterni je ta okolnost, ze pro zachovini lysiologického stavu organismu postaci
¢innost pouze malého tseku, aniz by tim jaterni funkce utrpéla. Odstranéni
tf¥i ¢tvrtin nebo dokonce sedmi osmin jaterni tkane¢ u zvitat je dobte snaseno
a rovnéz regenerace tkané jaterni je rychla a znacna (U her, 9). Vychazime-li
proto z téchto zasad, lehee pochopime, ze je primo nemozné najiti vhodnou
funkéni nebo na jiném principu zalozenou jaterni zkousku. ve které by se zmé-
ny tohoto slozitého organu vhodne odrazily. Na zikladeé techto poznatku je tfeba
ustoupit ve veterindrni medicin¢ od diarazu kladeného doposud pravé na jaterni
testy.

Funkéni zkousky jater lze rozdéliti piehledné na zkousky metabolismu
uhlovodant a bilkovin, testy zjisfujici odchyIné slozeni krevnich bilkovin, zkous-
ky na pteménu tuki a lipoidu, detoxikacéni zkousky jaterni funkce, zkousky na
metabolismus vodni, metabolismus vitamint, urcovani fermenti, urovani fysi-
kélnich a fysikdlné chemickych faktort, vysetiovani zevni sekrece jater, vySetfo-
vani zlutovych barviv a kyselin, vysetrovani moce a stolice.

Z uvedenych zkou$ek se vétsina autorii zamétila na testy zjistujici odchylné
slozeni krevnich bilkovin. V tomto sméru je nutno citovati ve veterinarni medi-
ciné praci Domanského (10), ktera tesi nekteré ziakalové reakce pouzité
u koni.

Autor pouzil ptfedevsim modilikace zkousky Grosovy. Podarilo se mu
zatadit vysledky podle poc¢tu kapek Hayemeva roztoku do 3 pasem. Do
pasma prvniho, to jest od 1—10 kanek, pocita koné s tezkymi zanétlivymi zmé-
nami. Do druhého pasma o 30— 60 kapkdch tadi koné zdravé. Do tretiho pdsma
zahrnuje koné s chronickymi chorobami i koné zdravé. Reakce neni specificka.
Autor piezkousel rovnéz reakci Takata-Ara, oviem s negativnim vysled-
kem pro pouziti této zkousky u koni. Dile prokdzal, ze reakce Fultonova
neprobiha zavisle na zkousce Grosove.

Bilkovinnymi zkouskamni se ddle zabyval w koni Zicha a Opplt (3).
Piezkouseli reakci Takatovu v upravé Mancke-Sommerové s vysled-
kem vzdy kladnym u zdravych koni. Reakce kadmiova vysla autorum vizdy ne-
gativné, rovnéz jako zkouska Grosova. Weltmannova reakce méla roz-
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péti od 0,3—0,6 a od 5—8,75. Zkouska thymolova v rozpéti 1,0—2,3. Zkouska
kefalin-cholesterova byla vidy positivni. Zkouska Hejd ov a, jakoz i zkouska
na euglobulin a formol-gel test byla vidy negativni. Rovnéz acid-alkali test
byl negativni u vsech 25 koni. Reakce Brdi¢kova probihala ve vysich
hodnotach, u $esti koni viak bez hodnot. Této zkousky pouzil rovnéz Bartik
(11) u koné s rakovinou a hodnoti ji jako cennou zkousku k pritkazu rakoviny
u domacich zvirat.

III. Cast experimentalni

NaSe pokusy s nékterymi flokula¢nimi zkouskami v seru koni

V posledni dobé jsme prezkouseli nekteré flokula¢ni reakce se serem koni
zdravych, koni hladovych, koni po nakrmeni a napojeni, koni s internimi cho-
robami a koni s chorobami chirurgickymi. Volili jsme zkousky jednoduché a
rychlé s Gcelem zavedeni téchto k bézné klinické potiebé. Za timto uéelem jsme
provedli Setieni zkouskou Grosovou, zkouskou Domanského, reakei kadmio-
vou, ddle jsme zavedli soucasné reakei s 0,4 com sera a Hayemovym roz-
tokem po kapkach a kone¢né tedéni sera destilovanou vodou aritmetickou radou
v 10 zkumavkach s pridanim Lugolova roztoku. Uvedené zkousky byly
sledovany soub¢zne u 75 koni. Z toho bylo 19 zdravych, 36 nemocnych vnitfni-
mi chorobami, 12 nemocnych chirurgickymi chorobami, 4 po 16hodinové hla-
dovce a 4 koné, u nichz byla krev odebrina za dvé hodiny po nakrmeni a na-
pojeni.

Metodika

Krev byla vidy odebrana za béznych kautel z vena jugularis do 40 ccm
zkumavky a ponechina v chladnéj§i misinosti k vytlaceni sera. Serum bylo
druhy den slito a ihned pouzito k provedeni uvedenych reakei.

Ke zkousce Grosové jsme pouzili 1 cem sera, k némuz jsme piikapavali
ve stejnych ¢asovych intervalech a vzdy siejnou pipetou Hayemiiv roztok s 0,5%
obsahem NaCl. U vétdiny ser jsme nepozorovali reversibilni zakal pii reakei.
Proto v3echny uvedené hodnoty udavaji pociateény mirny zakal, ale irrever-
sibilni. Tento zpusob jsme volili proto, poncvadz vétsina ser jevila zdkal po
jednordzovém pridani 2,5 cem Hayemova rozicku a dale proto, ponévadz jsme
ji chtéli vyuzit jako soucasné kontroly ostatnich zkousek.

Zkousku Domanského jsme providéli podle autora jak ji zvefejnil
ve Sborniku VSZ v roce 1952. To jest do zkumavky jsme napipetovali 0,4 ccm
sera a 0,6 destilované vody a k takto zredénému seru jsme prikapavali H. R.
v presnych casovych intervalech.

Zkouska kadmiova byla provedena s CdSO, v 0,4 % roztoku. Ctyfi kapky -
roztoku siranu kademnatého byly rychle po sobé vkdpnuty do zkumavky
s 0,4 ccm sera. Vysledek byl ode¢itin po 100 minutach.

Dale jsme si zvolili dve zkousky dosud nepopsané, a to s 0.4 ccm sera a
Hayemovym roztokem vkapdavanym ve stejnych casovych odstupech po kapkach,
podobné jako u zkousky Domanského.
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Posledni zkouska spocivala v redeni sera v mnozstvi 0,2 cem s destilovanou
vodou v deseti zkumavkach, do nichz bylo predem napipetovino 0,1, 0,2, 0,3, 0,4,
0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1 ¢ccm H.O. Po protrepani bylo pridano do kazdé zku-
mavky po dvou kapkach Lugolova roztoku.

Vysledky viech téchto popsanych zkousek jsou patrny v nasledujicich pre-
hlednych tabulkach.

Tab. 1. Zdravi koné — pokusni
Tab6n. 1. 370poebie J0WAAN — IM0J0IBITHLIC
Table 1. Healthy horses — experimental group
Tab. 1. Gesunde Versuchspferde

' ’ ; . 0,4 scra
| e ‘ Gros | Domansky 2 3
C p S:.arl —— e o H.R. Kadmium
| Hayemuv roztok po kapkdich
|
1 4 j 45 18 19 posit.
2 9 61 38 39 | posit.
3 11 62 37 37 posit.
4 7 A7 19 21 posit.
5 3 44 18 19 posit.
6 3 h(t:cril.bsctaré negat. negat. negat. negat.
7 1 62 30 31 posit.
8 10 19 19 24 posit.
9 9 59 27 26 posit.
10 11 52 <21 22 posit.
11 6 36 10 12 posit.
12 8 45 14 ; 15 posit.
13 12 27 11 11 posit.
14 10 37 13 14 posit.
15 hnb:t;?éh' negat. negat. | negat. negat.
16 1 89 43 | 49 | posit.
17 1 69 26 ‘ 33 | posit.
18 9 47 14 ! 12 | posit. (opalesc.)
19 3 40 | 18 20 posit.
|
Tab. 2. Kon¢ zdravi — hladovi a Zziznici

Taba. 2. Jlomagn 3/10POBLIC — TOJIOAHLIC M CTPAjAIOLIME OT KaXK/bl
Table 2. Healthy horses — hungry and thirsty

Tab. 2. Gesunde hungernde und durstige Pferde

; 0,4 sera
e Gros | Domansky 2 ¥
& g Sam | S istuiini R 3 Tl
‘: Hayemav roztok po kapkach !
95 ‘ 1 ; s 7 ‘ 20 | posit.
172 9 44 ‘ 16 12 | opalesc. do 10 min.
319 3 41 18 21 | posit.
597 l 1 l 69 | 26 ‘ 33 | opalesc. do 3 min.
| |
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Ta6a. 3. Jomam 3/10pOBbIC —

Tab. 3. Koné zdravi — 2 hod. po nakrmeni a napojeni

2 vaca rocje KOpMJIeHMA M HarauBaHUSA
Table 3. Healthy horses — two hours after feeding and watering
Tab. 3. Gesunde Pferde — 2 Stunden nach dem Fiittern und Tranken

Sta i Gros | Domansky 0,;1{ s:{ra,
&, S ::m | N ] | : Kadmium
i Hayemuv roztok po kapkach
95 } 1 41 ' 16 19 posit.
172 ‘ 9 47 I 14 ‘ 12 opalesc. do 8 min.
319 ? 3 40 18 ‘ 20 | posit.
597 ] 1 60 | 24 33 | opalesc. do 30 vect.
Tab. 4. Koné nemocni vniti. chorobami
Taba. 4. Jowaamn crpajaloliMe BHY TPCHHUMN DONE3HAMU
Table 4. Horses ill with internal diseases
Tab. 4. Durch innere Krankheiten betroffene Pferde
Gros l Domansky Ot eera,
C.p Diagnosa L 7™ Kadmium
Hayemuv roztok po kapkich
118 Hepatitis susp. | 53 12 14 “t
129 Intoxikace 28 8 10 |
129 Intoxikace 3. den choroby 72 | 24 26 [ i
130 Hepatitis 42 ; 14 15 '
186 Obstipatio colon. min. ' j 2 3
95 Pneumonia ex asp. ;
4. den choroby { 22 i 8 8 +
185 Myasthenia 46 i 17 19 }
177 Pneumontia ex asp. 18 8 9 t
P Retentio sec. 55 | 28 30 +
130 Dularatio ventr. 58 ; 16 16 -
122 Pleuritis exudat. 12 5 6 =+
79 Myoglobinuria ‘ 32 13 14 +
152 Fankouvitost ‘ 53 24 24 -
P Indigesce 44 15 16 -+
785 Hepatitis ‘ 45 15 16 +
768 Obstipace | 53 13 15 t
568 LA, 35 8 9 b
781 Enterius ac. ' 30 8 8 +
48 Emphysema pulm. 49 15 15 G
711 Myasthenia 35 12 12 +
846 Tetanus 61 18 19 +
703 Hepatitis 32 11 12 +
792 Hepatitis 53 17 17 -
P Enteritis ac. 23 10 11 +
P Enteriutis ac. 31 10 12 +
5 Hepatitis susp. 45 14 15 +
1 Hepatitis 64 18 19 +
39 Indigesce 55 13 15 4
605 Emphysema p. 33 12 13 -+
19 Bronchitis chr. 39 13 14 +
710 Hepatitis susp. 40 12 13 -
CH Enteritis ac. g 33 10 11 +
95 Prneumonia ex asp.
10. den 14 6 6 +
130 Hepatitis rekonval. 33 15 15 +
196 | Tetanus L4 13 17 +
199 Anaenie 26 8 10 +
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Tab. 5. Koné¢ s chirurgickymi zménami

Taban. 5. Jomanmu ¢ XUPYPruuecKnmyr M3MCHEHNAMM

Table 5. Horses with surgical changes

Tab. 5. Pferde mit chirurgischen Verdnderungen

i Gros ‘ Doman. | O’é b;{a’ ‘
C.p. | Diagnosa S—— | Kadmium
‘ Hayemuv roztok po kapkach |
148 Arthrins purul. 43 11 1 13 posit.
224/144 Pistél. chr. k. 29 10 11 posit.
68/35 ZhmoZzZdéni mtt. 31 11 13 posit.
161/107 Vulnus clopet. 24 7 8 posit.
163 Kastrat 40 13 | 13 posit.
210/132 Absces 22 5 5 posit.
239/153 { Kopna rana 65 24 26 posit.
164/109 | Rana kl. ram. 34 11 12 posit.
195/127 Arthr. purul. 29 10 11 posit.
165/110 Plastika 49 21 26 posit.
227/143 Tenotomie 29 12 15 posit.
275/174 Rakovina kopytni 68 31 36 posit.
Tab. 6. Zkouska s Lugolovym roztokem
Ta6n. 6. McnbiTanue ¢ pacrtsopom Jworogaa
Table 6. Test with Lugol solution
Tab. 6. Priifung mit Lugols Jodlosung
C.p Diagnosa l sze_k;z:ﬂzl‘i,l;g Zbarveni Poznamka
146 Zdrdv l 4 bezbarva slaba reakce
149 Zdrdav | 4 bezbarva slaba rcakce
319 Zdrav ‘ 4 nazloutla slaba reakce
6 Hiibé 3 hod. po narozeni | -~ nazloutla zadna reakce
195 Arthritis purul. | 5 nazloutla slaba reakce
164 Rdana kloubu ramenniho 1 4 bezbarva slaba reakce
239 Kopna rana ‘ 3 nazloutla silna reakce
210 Arthritis absced. 5 nazloutla slaba reakce
163 Kastrdt 2 nazloutla silna reakce
161 Vulnus clopet. | 4 bezbarva slaba reakce
62 ZhmoZdéni ! 3 bezbarva silna reakce
224 Pistél chr. kopyt. | 3 bezbarva silna reakce
148 Arthritis purul. ‘ 3 nazloutld silnd reakce
130 Obstipace 4 nazloutla silna reakce
95 Pneumonia 3 | mazloutla silna reakce
710 Hepatitis 4 ' nazloutla slaba reakce
605 Emphysema alv. chr. 4 bezbarva slaba reakce
19 Bronchitis chron. 3 nazloutla slaba reakce
48 Emphysema pulm. ‘ 4 | nazloutla silna reakce
152 Fankovitost 3 3 | nazloutla silna reakce
79 Myoglobinuurie [ 4 | nazloutla slaba reakce
122 Pleuritis exud. 4 | nazloutla silna reakce
185 Myasthenia 3 nazloutla silna reakce
130 Hepatitis 4 ’ nazloutla slaba reakce
|
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Zkouska, kterou zavidime, se od zkousky Domanského lisi ve vysledku
pouze o nékolik malo kapek. Je velmi rychla, nebot odpada jedno pipetovani.
Podle dosavadnich nasich zku$enosti hodnotime zkousku Domanského pro rych-
lou orientaci velmi kladné a lze tuto se zkouskou nasi vhodné vyuzit v labora-
tofi klinik nebo nemocnic.

Flokulaénimi zkouskami se ndm nepodatilo dosiahnout zdkalta u ser hri-
bat, u nichz byly hodnoty globulini nizsi nezli u star$ich zdravych koni. Pro
nedostatek literarnich udaju nelze tyto hodnoty porovnat.

Souhrn

Jaterni zkousky u koni ve veterinarni mediciné jsou dodnes kapitolou malo
propracovanou. Ponévadz jde o jiné pomeéry bilkovin a ostatni doposud znamé
faktory nezli v seru ¢loveka, je nutné, aby jaterni testy z huméanni mediciny
nebyly pouze prejimany, ale aby byly modifikoviny, po pt. zcela nové vybudo-
viny. V tomto sméru lze pokladati zkousku Domanského za velmi platnou.

V praci jsme porovuali 5 flokulatnich zkousek celkem na 75 konich, mezi
nimiz jsou zahrnuty koné zdravi, nemocni a hladovi. Celkem bylo provedeno
324 soubéznych reakci. Bylo zjisteno, ze zkousky s Hayemovym roztokem jsou
na sobé do urcité miry zdvislé. Nejsou viak specifické. Zkouska kadmiova vy-
chazela u nasich koni vzdy positivné a nelze ji doporucit pro sera koni. Vy-
sledky se zkouskcu Domanského az na mensi tchylky odpovidaji vysledkim
autora této zkousky. Touto praci zavidime zcela jednoduchou zkousku upotte-
bitelnou pti flokulaci koiiského sera Hayemovym roztokem. Jeji vysledky jsou
priblizné stejné jako u zkousky Domanského. Vysledky této zkousky jsou na-
sledovné: Rozpéti spotiebovanych kapek H. R. u zdravych koni ¢ini 11—49
kapek. Koné s tezkymi zanétlivymi zménami reagovali pfi tfech az deviti kap-
kach (¢. p. 186, 95, 177, 122, 568, 781, 95b, 161/107, 210/132). Ostatni pacienti
jak vyplyva z tabulek od 10—26 kapek. Je tudiz zfejmé, Ze padsmem nemocnych
koni se prolina pasmo koni zdravych az po pocet kapek 26. Tyto rozdily v pas-
mech mezi nasimi vysledky a vysledky Domanského, jehoz pasmo zdravych konfi
sahd od 30—60, lze vysvétlit zhorsenim kondice zdravych koni, nebot tito jinak
zadnych uchylek na zdravotnim stavu nejevili. Rozdily ve vysledcich zkousky
Domanského a zkousky nasi jsou pouze nepatrné a proto véc neobjasni.

Zkouska s Lugolovym roztokem je zdlouhavd a méné vyrazna. Nelze ji
proto pro konska sera k flokulaci upotiebit. U 2 ser velmi mladych tribat vy-
znély uvedené zkousky negativné.

Jak je patrno z tabulek neovliviiuje nijak krmeni a napijeni v obvyklych
davkach uvedené reakce. Z tabulek nemocnych koni pak odpovida nizky pocet
kapek H. R. vaznosti choroby pacientti. Pomérné vyssi pocet kapek H. R. pfi
dystrolickych zméndch jaternich je mozno vysvétliti pritomnosti vétstho pro-
centa bilirubinu, ktery je vazan ma albumin (Wuhrmann, Wunderly) a tim je
ovlivnéno procento globulind, nebo také tim, ze zlu¢ova barviva brzdi flokulaci.
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IV. Hodnoceni a diskuse

A. Posouzeni jednotlivych zkousek

Zkouska kadmiova byla u vsech nasich koni, atf zdravych (nejevili zadnych
klinickych tchylek ve zdravotnim stavu) nebo nemocnych, vzdy positivni. Zakal,
ktery nastal ihned nebo do 10 minut, byl ruzného stupné. Tato zkouska se
podle nasich zku$enosti nchodi pro konska sera. Zkouska vyzaduje naprosté
¢istoly sera. Vyjimku tvoti mladd hribata a ikterické stavy.

Ziedovaci zkouska s Lugolovym roztokem nebyla dosti vyrazni. Vétsinou
se zastavovala na 3. az 5. zkumavce s rozmanitym mnozstvim srazenych bilko-
vin, posuzovano vzdy po 12 hodinich. Pro mdlo vyrazné vysledky se tato zkous-
ka k diagnostice nehodi.

Zkouska Grosova, Domanskéhio a zkouska s 0.4 cem sera a H. R. jsou do
urcité miry na sobé zavislé, pokud se tyka spotfebovaného poctu kapek H. R.
Nejvice kapek bylo treba u zkousky Grosovy. Domansky (10) prizplso-
benim zredukoval pocet kapek na mozné minimum a tim cely proces zkousky
urychlil. Obé posledni zkousky, t. j. Domanského a nase velmi jednoducha
zkoudka se lisi jen nepatrnc od sebe co do vysledku v pociu kapek pouzitého
H. R. Spotfebuji minimalni mnozstvi sera, které se vsak nezakali po pridani
jedné kapky H. R. i u chorob koni s velmi vaznymi poruchami celkového stavu.

Obé zkousky lze hodnotit jako velmi cenné. nebof vedle naprosté jedno-
duchosti informuji o zmnozeni hrube dispersnich beta- a gama- globulinech.
které v pfitomnosti sublimatu ztrdceji svij naboj a precipituji. Na zdikladé dnes-
nich poznatki o tvorbé bilkovinnych frakei a jaterni funkee, nejsou tyto zkousky
specifické. Ovsem lze predpoklidat, ze srovnivaci material by umoznil speci-
fikaci nékterych chorob koni 1¢mito zkouskami.

B. Zhodnoceni zkouSek vzhledem k naSim vysledkam
aliterarnim udajum

Hodnotime-li kadmiovou zkousku s vysledky Zichovymi a Opplto-
vymi (3) rozchdzeji se tyto zcela, nebotf u nasich zdravych koni (5lo o koné
klinické a koné z terénu, veétsina z nich byla Spatného vyzivného stavu) vy-
znéla tato zkouska vzdy positivné az na dvé v tabulkich uvedena hribata,
u nichZz byla negativni. Wunderly a Leemann (12) uvadéji, ze k vy-
tvoieni zdkalu u zdravych koni bylo tieba 8 —10 kapek Cd-reagens, u nemoc-
nych 326, u rekonvalescenti 7 9.

Pokud jde o zkousku Domanského, vychizela nim tato u zdravych koni
v nizsich hodnotach nezli autor uvadi. Vime viak, jak z uvedeného vyplyva, Ze
bilkoviny v seru krevnim jsou zivislé na mnoha faktorech. Tudiz lze tyto ne-
velké rozdily pripustit. Presto viak kone ¢. p. 11, 13, 14, 12, 18 se blizi co do
poétu spotfebovanych kapek Hayemova roztoku hranici koni s vaznymi zdra-
votnimi zménami. Dva z nich ¢. p. 11 a 13 jsou pokusni koné klinicti, kteti vsak
nejevi jako ostatni 3 zadnych zjistitelnych achylek zdravotniho stavu.
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Vyuziti prace pro praxi

Zkouska Domanského a zkouska s 0,4 cem sera a H. R. jsou snadno prove-
ditelné v laboratorich klinik, nemocnic, vet. ofetfoven i v bézné praxi veterinatu
v terénu. Zkousky informuji o zménach bilkovin v seru krevnim a jsou diilezitou
pomickou pro posouzeni vaznosti zdravoiniho stavu koni.

Zavér

V praci jsou zhodnoceny dosavadni vysledky flokulaénich zkousek v seru
koni. V prehlednych tabulkach podava autor vlastni vysledky, poukazuje na
platnost zkousky Domanského a zavadi jednoduchou zkousku s Hayemovym
roztokem pro pouziti k flokulaci se sery koni.
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K Bonpocy 006 ¥Mccae oBaliy NeYeHu y Joiajest

B pabore npmusoauTcA OLEHKa pe3yibTaToB /0 CUX IIOp NPOU3BEAEHHBLIX (JIOKY-
JAUMOHHBIX MCCJCAOBAHMI B CbLIBOPOTKE J0HIajAcii. B XOpoOlO COCTaBJIEHHBIX, ACHBIX
TabaMuax aBTop NpeACTABAACT Pe3yJbTaThl COOCTECHHBIX MCCIeAoBaHMA, obpalasa BHU-
MdHMEe Ha IOJIOKMUTENIbHbIC PE3YyIbTaThl MCIBLITAINMIT 110 cucTeMe JJOMaHCKOro M mpejJa-
raeT IpocToe WucciaejoBaHue € pacrsopom lacva anda (QIOKYJNAUMM € CBIBOPOTKAMM
Joiaiest.

Notes on Liver Tests for Horses

The study evaluates the results to date of flocculation tests in serum of horses.
The summary tables give the author’s results, show the validity of the Domansky
test and introduce a simple test with Hayem solution for use in flocculation with
serum of horses.
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Ein Beitrag zu den Leberpriifungen bei den Pferden

In der Arbeit sind die bisherigen Resultate der Flokulations-Reaktion im Serum
der Pferde ausgewertet. Auf Ubersichtlichen Tabellen fiihrt der Autor eigene Resul-
tate an, weist auf die Giultigkeit der Domansky-Reaktion hin und fiihrt eine einfache
Reaktion mit der Hayemschen Losung flir den Gebrauch zur Flokulation mit dem
Pferdeserum ein.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 2 (XXX)-1957-CISLO 5

Vyzkum nékterych hygienickych zavad a mikrobijni nalezy
v pitnych vodach zemédé&lskych podnika

HMceaeioBanne HEKOTOPbIX CAHUTADHBIX HEDCTATKOB M MMKPOOMOJIOTMYECKMe
Pe3yJabTAaThl aHAIK30B NUTLEBOM BOJIbI B CEJLCKOXO03AMCTBEHHEIX NpeanpuATUAX

Research of some Hygienical Defects, and the Microbial Findings in Potable Waters
of the Agricultural Enterprizes

Durchforschung einiger hygienischer Beanstindigungen und Mikrobenfunde in den
Trinkwiissern landwirtschaftlicher Betriebe

MVDr L. BORKOVEC

Z ustavu mikrobiologie a imunologie Veterinarni fakulty Vys. §koly zemédélstvi a les-
nictvt v Brné, prednosta prof. dr. R. Harnach

bosio dne 20 Ix 256

Uvod

S védeckym posuzovanim pitnych vod se pocalo asi pfed 60 lety. Byla
stanovena 1{. zv. hrani¢ni ¢isla pripustného mnozstvi raznych soucasti v pitné
vodé (Schulze Almén, Reichardt), které pozdéji zdokonalil Tie -
mann a Girtner. Brzy nato pak Koch a Fligge (7) obratili po-
zornost k bakiteriologickému stavu vody a k poctu zirodku v pitné vodé. Byly
vypracovany metody bakteriologického vysetfovani vody ke stanoveni poctu
zarodka v 1 cem vody a mikrobiologové pripisovali bakteriologickému rozboru
hlavni vyznam, oznacujice chemicky rozbor za podfizeny a dokonce bezvyznam-
ny. Dnes viak vime, ze ke spravnému posouzeni vody nestaci pouze rozbor
bakteriologicky, ani jen fysikialné chemicky, nybrz ze se maji oba nilezy na-
vzajem dopliovat.

Cista spodni voda studni¢ni nebo pramenita je nejlepsi pitnou vodou a
neni-li nijak znecisténa, nevyzaduje s hlediska hygienického zadné zlepsovani.
Piada, kterou voda do spodiny prosakuje, acinkuje totiz jako filtr a zadrzuje
nejen rozptylené litky, ale i bakterie. Pii prostupu pudou rozpousti voda rtzné
rozpustné litky a podle vrstev, kterymi prosakuje, vykazuje pak rizné chemické
slozeni.

Nejcistsi voda, obsahujici nejméné rozpusténych latek, prichdzi z vrstev
prahornich, nejtvrdsi voda, obsahujici mnoho rozpusténych latek vapenatych,
se naléza ve vrstvach uivaru silurského a kridového.

Voda pitnd ma vykazovat primétenou tvrdost a vétsina autori udava pra-
mérnou tvrdost pro zvifata i lidi, pohybujici se mezi 10—20° ném. [Har -
nach (11), Van Es (38), Sima (35), Suckling (34), Clarck]. Pou-
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ze zcela malo autord ptripousti tvrdost nad 30" ném. Spravna tvrdost dodava
vodé plnou, dobrou chut. Vedle toho se dostava télu v primérené tvrdé vode
vapno, potiebné k vyvinu kosti. Podle Bergheima podporuje tvrda voda
zazivani. Voda nad 25" ném. vykazuje jiz neptijemnou vapcmtou prichut a nej-
vy$si ptipustné hranice tvrdosti pitné vody se uddava 50" ném. Voda o vy$si
tvrdosti nez 50" ném. ma tak ostrou vdpenitou prichuf, ze se k piti nehodi.
Spise vsak snasi organismus vodu o vysoké tvrdosti uhlicitanové, nezli velmi
tvrdou vodu, bohatou na siran vdapenaty a horecnaty. Horecnatd soucast totiz
snadno vyvolava u déti a slabsich organismua prujem, pokud si ovsem organismus
stalym pitim stejné vody na ni nenavykl. Jinou hygicnickou zivadou byva nalez
amoniaku, ktery podle Simy (35) svédéi o $patné filtraci v povrchovych
vrstvach, takze vlivem této $patné absorpéni schopnosti mohl proniknout do
spodni vody. Pritomnost ¢pavku pochazejiciho z organickych liatek dusikatych
nasvédéuje tedy zavadnému znecisténi vody fekdliemi a zde se pak vysky-
tuje obycejné spolu s kysli¢nikem dusitym, ktery z ného vznika p¥i bakterialnim
rozkladu dusikatych latek.

Mezi nejdilezitéjdi rozbory patii rozbor vod po strance bakteriologické.
Bakterie samy vodu nezbytné potrebuji, tak jako jiné organismy. Harnach
(11), Leprince a Lecoq (20), Klimmer (18)a Prochazka (25)
pti posuzovani mnozstvi viech bakterii v 1 ml udavaji tuto stupnici:

0O— 20 nezéavadna,

20— 200 podeztela,
200—5000 pro zdravi povazliva,
5000 a vice zdravi skodliva.

Leprince a Lecoq (20) udavaji tyto posudky o mnozstvi bakterii
coli v 11 vody:

velmi dobra 0— 10,
dobra 10— 50,
obstojna 50— 100,
podezrela 100— 1000,
$patna 1000 — 10000,

velmi znecisténa 10000 a vice.
Roubal (28) rozdélil studny podle nalezu bakterii na 4 stupné:

1. pitna voda — zadné bakterie,

2. voda méné vhodnd k piti — nalez saprofyti bez nilezu coli,

3. voda zavadna, nevhodna k piti — coli, paracoli v malém mnozstvi
(revise vodniho zdroje),

4. voda nebezpeéna k piti (bact. coli ve znaéném mnozstvi — navrh k za-
sypani studny.

Hok!l (13) klade na vodu prisné pozadavky zejména proto, ze se muze
lehce stit donatorem mikrobti a latek, kieré pak ohrozuji mléko a vyrobky
z ného.

Van Es (38) povazuje pritomnost bakt. coli communis za prukaz zne-
Cisténi fekaliemi. Windrath (40) ve svém pojednani popisuje lidskou bron-
chopneumonii z pitné vody po pfedchozich gastrointestindlnich poruchach. Ve
zvraceném obsahu zalude¢nim bylo nalezeno vysoce pathogenni bact. coli. Zne-
Cisténi nastalo §patnou isolaci od hnojisté a zachodu, dostalo se do vody, cestou
zalude¢ni do krve a do plic a zdroven s pneumokokky vyvolalo alekce na. pli-
cich.
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Rocek prisvém vysetfovani zjistil u nis 93 % zavadnych vodnich zdro-
ji, 6 % podeztelych a jen 3 % neczavadnych, kdezto Fromme tvrdi, ze
studny jsou ze dvou tretin bez zdarodki, ohrozujicich zdravi.

Gallia (10) uvadi, ze vsakovanim a pronikinim hnojtavky do spodni vody
jsou zpusobovdny hlavni zdravoini zavady studni. Ndpravu vidi v fadné vy-
stavbé hnojist a mocavkovych jimek.

Harnach (11) uvadi v souvislosti s moznosti zneci§téni vody pudnimi
bakteriemi, ze pida na povrchu vlivem slunecnich paprski jest skoro sterilni,
v hloubce 1020 c¢m pod povrchem dosahuji bakterie nejvét§iho poétu a pak
jich s postupujici hloubkou rychle ubyvid, az ve hloubce 2 m je témétr bez
bakterii.

Z dosud uvedeného literarniho prehledu vysvitd, ze bakterialni stav vody
velmi zavisi na spadu od studny a na vzdilenosti od mneéistych zdroji, jako
na piiklad kanali, zdchodua, hnojist, mocivkovych jimek, sklepti a podobné,
které predstavuji vlastné semenisté mikrobu a které maji byt v ur¢ité minimalni
vzdalenosti od studny.

Pocet zdravotné zavaduych nebo podezielych vod v péti nami vysetfova-
nych okresech je znacny. Ale také Gabriel (9) zjistil, Ze v okrese piseckém
nevyhovuje 64 % vodnich zdroji. V Blatné 75 ¢, Dobfichovicich 57 %, Kra-
lupech 51 %, Letich 52 9%, v Revnicich 26 “¢, v Sezimové Usti 49 %, ve Vim-
perku 75 % a ndpravu vidi ve vystavbe riadnych vodovodd, coz je vsak z di-
vodi finanénich v dohledné dobé¢ veétsinou nesnadné. K dosazeni okamzité
napravy bude tedy nutno podle ného provést Gpravu dosavadniho zdroje, a to
metodou opakovan¢ desinfekee tak, jak je vypracovalo hydrologické oddéleni
SZU ve spoluprici se zdravotnim referatem ZNV. Navrhuje tedy tyto t¥i body:

1. Upravit odtok tekoucich necistot tak, aby neprosakovaly zpét do vod- -
miho zdroje.

2. Zvednout okraj zdroje asi 30 ¢m na povrch terénu a povrch vodniho
zdroje opatftit fidnym krytem.

3. Opakovanou desinfekei v 7 —14dennich intervalech (nejlépe koloidnim
stiibrem) vylou¢it dosavadni mikrobidlni znecisténi vody.

I. desinfekce 1 : 50.000,
I1. desinfekce 1 :100.000,

IIT. desinfekce 1 :200.000.

Autor doufd, ze timto lacingym zdsahem, ktery si nevyzada vétsi naklad
nezli asi 100 K¢és, miize dojit ke znaénému hygienickému zlep$eni pitnych vod.

Z dosud uvedeného je zfejmé, ze hygiena pitnych vod v zemédélskych pod-
nicich a na CSSS i JZD vyzaduje zna¢né zlepseni, a to tim spise, ze je lze
uskutecnit vétsinou jen s nepatrnym nakladem.

Pracovni program

Vzhledem k tomu, ze pitna voda hraje v zivocisné produkei dilezitou roli,
protoze muze byt zdrojem raznych chorob domicich zvirat jak vlivem mikro-
bidlntho znecisténi, tak i jinymi vlivy, na priklad nespravnou tvrdosti, byl jsem
povéren s. prof. Dr R. Harnachem, abych provadél rozbory pitnych vod
v zemédélskych podnicich. K tomu byly zvoleny okresy tisnovsky, brnénsky,
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slavkovsky a Zzidlochovicky, jejichz fysikalné chemicky rozbor provadél kol.
Dr Vitkovi¢. Mym dkolem bylo zkoumat tytéz vzorky vody podle tohoto
programu:

1. Urcovat tvrdost (celkovou, prechodnou, stialou) a jeji vliv na nékteré
choroby, které ji mohou byt ovliviioviny,

2. zjistovat amoniak jako indikdtor rozkladnych procesu,

3. provadét mikrobiologicky rozbor vod na obsah coli a ostatnich sapro-
fyta, pripadné téz salmcnel,

4. posoudit hygienické poméry ve vySetfovanych zemédelskych podnicich
vzhledem k vodnim zdrojim a situaci studny, jako vzdalenost od znecistujicich
zdroji, hloubku, kryt, spid od studny, 10ubun. cerpaci zarizeni a podobné
a vyvodit z toho prisluiné doporuceni pro uzivatele zavadnych vodnich zdroju.

Pracovni metodika
1. VySetrovany material

K odbéru bylo pouzivano jednolitrovych lahvi, sterilisovanych prehratou
parou v autokldvu. Po pétiminutovém cerpani byly lahve naplnény a sterilné
uzavieny, nacez byly zjistoviny vsechny privodni tdaje, pottebné k fadnému
oznaceni vzorkl vzhledem k souvislosti s moznymi hygienickymi zavadami.

V laboratotich pak byly vzorky vod vysetfovany bakteriologicky a pak
chemicky.

2. Bakteriologickeée vysetlieni

Pti bakteriologickém rozboru bylo postupovano tak, ze ihned po pfijezdu
bylo na diferencia¢ni zivnou pidu Gassnerovu naockovano sterilnimi pipetami
mnozstvi 1 ccm, 0,5 cem a 0,1 com vody jednak na ztuhly povreh pudy a jednak
na zachladly, ale je§té tekuty agar asi 40" C teply, tim zpisobem, ze voda v se-
stupnych mnozstvich byla nejprve sterilné odpipetovana do Petriho misek a pak
chladnoucim agarem rychle zalita, dobte promichina a ponechiana nékolik mi-
nut v misce, aby ztuhla. Na!o byly zalozené kultury ponechiany pfi pokojové
teploté 20— 22° C po dobu 3— 5 dnii, aby mohly naristi bakterie.

Pro wurceni jinych mlkmbu bylo pouzito kultivace na obyCejném agaru
v mnozstvi 1 ml, 0,5 ml a 0,1 ml. Kolonic podobné salmonelam rostly na Gassne-
rové agaru zluté, kolonie Escherichia coli a aerogenes modrozelené. Sc¢itani se
provadélo na celé Petriho misce, jen v piipadé velkého mnozstvi bylo pouzito
Lafarovy scitaci ploténky. Dalsi diferencovani zluté rostoucich kolonii bylo
urceno jejich naockovanim na pestrou radu cukria. Pramérem vypoctenym z péti
raznych naockovanych mnozstvi byl pak stanoven pocet viech bakterii a pocet
coli, ostatni, rozli§ené pestrou radou cukra, byly uvedeny zvlast.

V hodnoceni celkového poctu mikrobi jsme se fidili tabulkami Harnacho-
vymi, Klimmerovymi, Leprince-Locoquovymi a Prochiazkovymi. Dile jsme se
opirali o tdaj Houstoniav (13a): ,Je-li typické B. mlz prokdzino v 1 ccm
a méné, musi se voda posuzovat jako nevhodna k piti.” Zvlasté vsak se nam
zdala v tomto sméru nazornd a smérodatna staini norma GOST 5216-20 (Stan-
dartgiz z r. 1950) uvedena u Rozanova, kterd hodnoti Colititr vody pode-
ztelé (v 1 ml), zavadné (v 0,1 ml) a coli titr zdravé vody (v 10 ml) a nezavadné
vody (ve 100 ml). Podle této lze vyjit z 1 ml a 0,1 ml vody a jej prepocitat i na
10 ml, procez jsme pouzili 1 ml metody vySetfovani, ]edndk k zjisténi viech
bakterii, jednak k stanoveni poctu coli v 1 ml. i
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Zdravotni hodnoceni vody se podle ,Standartgiz” provadi podle tohoto
schematu:

Coli titr 100 ml a vy$§i — nezdvadna voda,
coli titr 10 ! —- zdrava voda,
coli titr 1 ml — podezteld voda,
coli titr 0,1 ml — zavadna voda.

Bylo-li iudiz v nasich vy3etrovanich zjisténo alespon 1 coli-v 0,1 ml vody,
oznadili jsme ji za zdravotné ,zavadnou”, je-li nejméné 1 coli v 1 ml vody,
oznadili jsme vodu za ,podeztelou”, pripadné také vody bez coli, aviak s vys-
§im obsahem vsech mikrobt. Jako ,zdravou” vodu oznacujeme vodu bez coli
a s poc¢tem viech mikrobit mensim nez 20 v 1 ml vody.

V hodnoceni nalezii jsme pouzivali kultivace z 1 ml vody proto, ze jiz
podle orientac¢nich vysledkii v 1 ml a 0,1 ml jsme museli pfedpoklidat vesmés
silné znecisténi bakteriemi a E. coli.

3. Urcovani tvrdosti

Po rozboru bakteriologickém bylo pak provadéno stanoveni tvrdosti titrac-
ni metodou Clarkovou modifikovanou podle Be ¢ ky.

100 ml vody, odmetené do 200 m! kalibrovaného valecku, bylo titrovano
mydlovym roztokem, piipravenym podle Be ¢ky tim zplisobem, ze se po ma-
lych davkiach prikapaval do valce z byrety mydlovy roztok a po kazdém pfi-
dani se valcem trepalo, aby se dostavilo pénéni. Jakmile se objevilo, bylo opatrné
ptridavano jiz v mensich mnozsivich mydlového roztoku, az se objevila husta
péna, trvajici 5 min. pti vodorovné poloze valetku, coz znacilo konec titrace.
Z poctu cem spottebovaného mydlového roztoku pak byla podle tabulek urcena
tvrdost v ném. stupnich. Stejny vysledek lze dosahnout vypocétem podle vzorce:

a
3,6

1 ném. stupen — 10 mg CaO v 1 litru vody,

a— spotteba ccm mydlového roztoku.

P¥epoc¢tem pak mizeme urcit tvrdost v jinych stupnich, p¥i ¢emz

1° ném. 1,78" franc. = 1,25" angl. = 1,04" amer.

Mydlovy roztok byl pred kazdou dalsi skupinou vzorku presne vytitrovin
pomoci dusi¢nanu barnatého. U velmi tvrdych vod pak bylo ke zfedéni pouzito
destilované vody, a to na polovinu nebo i vice, pii ¢emz pak pocet spotiebova-
nych ccm mydlového roztoku se musel nasobit dvéma nebo vice

Po tomto zjisfovani celkové tvrdosti byla stanovena alkalita titrovanim
100 ccm vody s 0.2 9%¢ vodniho roztoku metyloranze n/10 kyselinou solnou do
slabé ¢erveného zabarveni. Pocet spotiebovanych cem HCI udava alkalitu vody.
Presahla-li alkalita hodnotu 10, roztok se zahtival do zlutéhe zabarveni a pak
se znovu titroval do slab¢ cerveného zabarveni. Nasobenir: hodnoty alkality
¢islem 2,8 vypocteme tvrdost prechodnou (karbonatovou) a jejim odeétenim od
celkové urcime pak tvrdost trvalou (stalou, permanentni). Pro posudck celkové
tvrdosti byly vybriny hodnoty, stanovené Andrlikem (2) v ném. stupnich:

~ 0,5~ x ném. stupnu tvrdosti

0— 4 ném. — velmi mekka, 12—718" ném. — dosti tvrda,
4— 8" ném. — mekka, 18 —30" ném. — tvrda,
8—12" ném. — stfedné tvrda, 30° ném. a vice — velmi tvrda.
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4, Prukaz amoniaku

Jako doplnék k bakteriologickému wvysettovini byl téz kvalitativné pio-
kazovan amoniak jako jeden z konecnych produkti mineralisace bilkovin.
K 10 ml zkoumané vody bylo pridino nékolik kapek Seignettovy soli a 1—2
kapky Nesslerova ¢inidla, pripraveného podle Tomic¢ka. Zluté zabarveni
ukazuje velmi citlivé pritomnost amoniaku, by{ i ve stopach.

U silnéjsiho zlutohnédého zabarveni bylo provedeno také kvantitativni
stanoveni amoniaku kolorimetrickou metodou pomoci Helligeh o kompa-
ratoru. Bylo-li viak zbarveni slabsi nezli barevné nejslabsi okénko v kotouci
komparatoru, t. j. méné nez 0,01 mg v 1 litru, nebylo jiz mozno pouzit ¢iselnych
udaju na kotou¢i a proto byla takova piitomnost amoniaku oznadena jako
,stopy” amoniaku. To znamend, ze toto mnozstvi amoniaku se pohybovalo
v rozmezi od 0,0—0,009 mg v 1 litru vody.

Celkové hodnoceni nalezu amoniaku bylo provedeno tim zptsobem, ze
u vod kopanych a artézskych byly povazoviny stopy amoniaku za nezdvadné;
u ostatnich pak ukazoval amoniak i ve stopich na znecisténi odpadnimi orga-
nickymi latkami.

Ke konetnému posouzeni vody byly brany v avahu tyto body, podle nichz
se v Ustavé bakteriol. hygien. hodnoti situace studny vzhledem k mikrobial-
nimu a jinému znecisténi:

Hloubka studny,

hloubka hladiny vody pod povrchem zemeé,

zptsob roubeni studny a cclkova konstrukce cerpaciho zatizeni (kryt),
moznost zaplav des(ovou nebo jinou vodou,

blizkost znecistujicich zdroji (zachody, hnojisté, odpadové jimky, chlé-
vy, hrbltovy sklepy, silnice a podobné),

. spad od studny,

7. sousedstvi rybnika, teky, potoku a podobné (zretel na tvrdost),

8. teplota vody a vzduchu pti odbéru,

9. umisténi pfipadného reservoiru.

SR

Podle vsech nalezi byly pak jednotlivé pitné vody zhodnoceny a v ptipa-
dech zdravi ohrozujicich pitnych vod byly majitelim nalezy oznameny a dopo-
rucena pfislusna opatfeni na zlepseni nebo pripadné i na zasypani studny.

Vlastni vyzkum

V nékolika pfipadech jsme byli informovini o castych prujmech u nové
pfikoupenych zvifat. Chemicky rozbor ukazal vysoky obsah sirand a vysokou
tvrdost vody. Ztidka byla zjisfovana voda mékka. Zvlasté v okrese slavkovském
a zidlochovickém byly vody velmi tvrdé s vysokym obsahem vapenatych a ho-
fecnatych soli.

Amoniak byl prokdzan ve stopach jen v nékolika malo vzorcich, které byly
znetistovany povrchovou vodou smisenou s hnojivkou, coz svédcilo o tom,
ze pudni vrstvy nemély ucasti ve fliltraci, tak ze mohla hnojavka pronikat az
do studny. Samotny nalez ¢pavku viak vidy nesvédéi o pritomnosti chorobo-
plodnych zirodkd, nebot mikroby pronikaji do spodnich vrstev obtiznéji nez
latky ve vodé rozpusténé. V takovych nejasnych pripadech je nutno stanovit
filtra¢ni efekt piidnich vrstev, coz jsme v nékolika pripadech provedli fluorescei-
nem, kterého jsme pouzili k obarveni vody v jednom sklepé a trech chlévech.
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Voda ze sklepa prosakovala §patnym Spatnym zdivem do blizké studanky, kde
zptsobovala jasnou zelenozlutou fluorescenci. (Fluorescein se k této zkousce
dobfte hodi, nebof je prokazatelny podle Simy jesté ve zfedéni 1 : 200,000.000,
podle Anderlika a ostatnich jesté ve zfedéni 1 : 40,000.000.) Je ovsem di-
lezité zjistit také smér toku nebo prosakovani, aby zkouska nebyla klamna. Vy-
soka tvrdost nebo znecisténa voda vsak fluorescein odbarvuje, takze u téchto
vod by pokus mohl dopadnout negativné.

Hlavni prukaz znecisténi viak podava bakteriologicky nalez, jehoz ucelem
je zjistit:

1. fekalni znecisténi,

2. vliv desté nebo zaplav na mnozstvi mikrobu,

3. ucinnost filirac¢nich systém,

4. pricinu néjaké zmény, pozorované na vodé bud uz pfi prameni nebo az
v pripadném reservoiru,

5. ucinnost desinfekce vodniho zdroje.

Pti pronikani Escherichia coli do vody muzeme usuzovat, Ze tatiz voda
muze byt zdrojem i jinych zarodku, zptsobujicich nebezpecné nakazy u doma-
cich zvifat i lidi. Mohou to byt predevsim pathogenni zarodky ze skupiny sal-
mounel, jako Salm. typhi murium, Salm. enteritidis, Salm. paratyphi B., leptospiry,
pasteurelly, bec. anthrakové tuberkulosy, zaskrtu a cetné filtrabilni viry, jako
virus ch¥ipky selat, moru vepr, slintavky a kulhavky a podobné.

Z divodu stanoveni specidlnich mikrobidlnich druht bylo pouzito Gassne-
rova agaru, na kterém rostlo coli modre, salmonely a nékteré enterobakterie
zluté. Jejich dalsi rozliseni bylo provadéno podle sacharolytického ucinku a
tvorby indolu na pestré radé cukri.

Samotny ndlez Esch. coli bez pritomnosti ¢pavku a kysliéniku dusitého
oviem k nepfiznivému posouzeni vody nestaci, nebot Esch. coli je v pfirodé
znatné rozsifeno; v takovém ptipadé by teprve mistni vySetfeni situace studny
a filtracniho efektu pidnich vrstev muselo podat diukaz, ze pfitomnost Esch.
coli souvisi se znecisténim vody fekaliemi.

Neptitomnost choroboplodnych zirodku vsak nenasvédcuje jesté tomu, ze
by tyto bakterie nemély pristup do studny vibec. Mohou-li totiz do spodni
vody proniknout bakterie hnilobné, mohou tam vniknout po ¢ase i bakterie
choroboplodné; neni tedy jen jediny bakteriologicky rozbor smérodatny, nebof
je nutno provadét takové rozbory ¢astéji a v urcitych intervalech, nebot i filtrac-
ni kapacita pidy se miize ¢asem meénit a propoustét vice zarodki do vodniho
zdroje.

Jednotlivé ndlezy pti stanoveni alkaliry a tvrdosti (v ném. stupnich, cel-
kové, prechodné a stalé), mikrobijniho rozboru a situace vodniho zdroje vzhle-
dem ke viem znecisfujicim a jinym okolnostem jsme vyjadrili tabelarné a podle
zjisténych skutecnosti viechny vzorky co do jakosti pak nalezité ohodnotili.

Ptipojena tabulka ukazuje jako vzor vysledky Setfeni na 26 vzorcich vod-
nich zdroji z jednoho okresu (Tisnov); takovych zdroju jsme vysetrili 180
v péti okresech a tabulky, grafy a celkové vysledky setfeni mozno si blize pro-
hlédnout v praci in exienso, nachazejici se v Ustavu mikrobiologie a imunologie
Vet. fakulty VSZL v Brné.
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Srovnani a zhodnoceni zavad v jednotlivych okresech

Bylo celkem vysetfeno 180 zdroju vodnich z péti okresi: Tisnov, Brno,
Slavkov, Zidlochovice a Moravsky Krumlov. Z bakteriologického vy$etfovani
uvedenych vzorki vyslo najevo, ze z celkového tohoto poétu vysetrovanych
180 zdroju pitnych vod bylo nutno 130, t. j. 72,3 % oznacit jako zavadné pro
nalez salmonel, pro nadmérny pocet B. coli, aerogenes nebo ostatnich mikrobii,
pro nedostatecnou nebo prilisnou tvrdost a nebo pro nilez amoniaku.

Podezielych a méné vhodnych zdroji bylo 30, t. j. 16,7 % ; to je zavinéno
prevazné nedostateénou péci o vodu jinak dobrou, avsak obsahujici coli nebo
ostatni mikroby ve vétsim poctu. Viechny vady a nedostatky téchto studni po-
suzujeme jako pomérné snadno odstranitelné.

Jako zdroji zdravych bylo posouzeno 19, 1. §. 11,1 %, to je pomérné maly
pocet; z nich bez zarodku sterilnich byly shledany vody pouze 6 studen, t. j.
3,3\%.

Pro koneé¢né posouzeni by bylo nutné brat v avahu i vysledky chemického
vySetfovani, které provadél na tychz vzorcich soucasné mij spolupracovnik
Dr Vitkovid¢, najehoz prici odkazuji a jen co nejstruénéji uvadim, Ze jeho

nalezy se co do zavad kolisaly proti mym v rozmezi asi 5 %.

Dale by bylo nutno vzit na zretel i vysledky vy3ettovani Dr Kotinka,
ktery se zabyval bakterijnim znecisténim vod na Miroslavsku vzhledem ke zvi-
fecim chorobdm a jehoz nékteré udaje byly téz v tabulkach uvedeny.

V tisnovském okrese je zajimavé, ze studny zcela blizko potoki nevykazuji
nadmérny pocet mikrobt, patrné proto, ze i potoky tohoto podhorackého kraje,
které vétsinou protékaji lesnatymi adolimi, obsahuji vlivem dokonalého samo-
¢isténi jen malo zarodkd (pramérnc 230 v 1 ml).

Mezi zavady, které zde vétsinou prichazeji v dvahu, patri predevsim ne-
dostatecna péce o cerpadla, kterd jsou prevazné drevéna, stard a prohnild, tak-
ze je nutno dlouhou dobu ¢erpat, nez tece ¢ista voda bez hrubych a pouhym
okem viditelnych ¢astic. Nemohla byt do prace pojata jina kriteria nezdvadnosti
vod, jako BSK;(0O,), organické latky a MgO.

Pro nalez salmonel (Salm. paraaertrycke) a pro vysoce nchygienické umis-
téni bylo doporuceno zasypat studnu v Kufimské Nové Vsi ¢. 8, coz také
majitel ucinil. Dédle bylo doporuéeno zasypat obeeni studnu v Hradéanech u hlav-
ni silnice, kam se s prachem dostivala pres nedostateény kryt spousta mikrobu,
mezi nimiz byly rovnéz nalezeny salmonely.

Téchto 7évadn)'lch zdroji bylo 72,3 % a ostatni zdroje podezielé 16,7 %,
zdravych 11,1 7, proto jsme upozornili majitele na prislu§né zavady a nutnost
upravy okoli studny.

V okrese brnénském jsme vétsinou neprokazali v pitnych vodach mnoho zé-
rodku, takze 25 7 vod mohlo byt oznaceno jako nezavadné.

Tvrdost se pohybuje celkem v normalnich mezich prameérné mezi 12—18"
ném.

Podle Andrlikovy stupnice jsem zaradil vody jak v tisnovském, tak
v brnénském okrese do ¢tvrié skupiny vod dosti tvrdych.

V okrese slavkovském jsme zjistili procentudlné nejvétsi mnozstvi zavad,
predevsim s hlediska pfilisné trvalé tvrdosti, ktera se patrné vlivem geologic-
kého slozeni pidy pohybovala primérné kolem 26" ném.

Podobné poméry jsou i v okrese zidlochovickém, kde spodni voda pochézi
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pravdépodobné ze stejnych vrstev jako v okrese slavkovském. Tvrdost téchto
vod byla v priméru nameéfena jesté vyssi (31° ném.) a v jednom pripadé az
75° ném. Jednalo se o vodu, ktera se k piti vibec nehodila, jezto byla i silné
mikrobialné znecisténa.

Okres mor. krumlovsky vykazuje 2 7, nezavadnych vod, 13 % rizné po-
deztelych a méné vhodnych (vyzaduje Gpravu) a 12 % zivadnych. Jejich cel-
kova tvrdost se pohybuje v normalnich mezich mezi 10— 20 ném. stupni. Podle
obsahu coli bylo jen 5 % studen nezavadnych.

Pro hrubé srovnani zdravotniho stavu vysetfovanych vodnich zdroja v ze-
meédélskych podnicich v jednotlivych okresech jsem sestavil tento prehled, bera
v Gvahu predevsim mikrobijni znecisténi, tvrdost, prikaz amoniaku a situaci
studny vzhledem k znecistujicim okolnostem:

Oznaceni hodnoceni Poc&et vzorka Vyjadieni v %
Zdravotné nezavadnych 19 11,0
Podezrelych 30 16,7
Zavadnych 131 \ 72,3
Celkem 180 i 100,0
| |

Ke konetnému posouzeni treba vzit v uvahu i vysledky rozbort fysikalné
chemickych, kterymi byl povéren kol. Dr Vitkovi¢, jenz urcoval barvu, ¢irost,
chuf, zapach a stanovil obsah chlorida, sirant, dusitant, dusi¢nant, Zzeleza,
manganu, pH a podobné. Na tuto prici odkazuji toho, kdo si chce ziskat celko-
vy piehled o zavadich nami vysetrovanych vod.

Tyto malo ptiznivé poméry, jevici se 72,3 % zavadnych zdroju, jsou jen
castetné lepsi nez drivéjsi nalezy, vsak podobné Roc¢kovym (27) s 93 %
zavadnych vodnich zdroju.

Souhrn a diskuse

Podle vysledki mikrobialnich a jinych nalezt je zfejmé, ze stav zasobo-
vani pitnou vodou ve vySetrovanych zemédélskych podnicich neni na té vysi,
jaka by se u ného v dnesni dobé predpokladala. Zavady jsou zptsobovany ve
vétsiné pripadd chybami z minulosti, to je z doby, kdy byly studny stavény.

K ilustraci extrémni zavady lze uvésti jeden z vySetfovanych pripadd, ktery
zasluhuje zvldstni pozornosti. Tak v Kutimské Nové Vsi & 23 je pouzivana
k domaci spotiebé i k napdjeni zvitat studna 1 m hluboka, umisténa ve zdi chlé-
va, ktera je z druhé strany vzdalena 1 m od sklepa, vestavéného ve svahu, Kde
byla hnizda potkanii. Studna neni kryta a jeji hladina je ve stejné drovni jako
naspi, ze které se voda nabird. Za desta stéka do studny i voda ze sklepa,
ktera do né¢ho druhou stranou muze prosakovat. Pri chtipkové epidemii, ktera
ve vesnici fadila, onemocnél syn i dcera v uvedeném staveni a po tomto pri-
marnim oslabeni oba onemocnéli pozdéji tyfem. S nejvétsi pravdépodobnosti
se tu jednalo o sckundarni infekci salmonelami ze znecisténé studny. Po pro-
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vedeném bakteriologickém vy$etieni jsme v dotycné vodeé skutecné zjistili sal-
monely a doporucili studnu zasypat, coz majitel ihned ucinil.

Podobny, avsak mnohem horsi pripad popisuje Tomasek, kdy z in-
fikovaného vodovodu v Rajci nad Svitavou onemocnélo 314 lidi tyfem. Umrtnost
byla 10 % . Po uzdraveni néktefi bacilonosi¢i infikovali spole¢nou studnu a dal-
sich 17 lidi, ktefi z ni pili, onemocnélo tyfem.

Mezi nejéastéjsi zavady vsak patri blizkost hnojisté, coz jsme nalezli v 80 7
piipadt. Vlivem $patné kanalisace zustdvaji kaluziny moc¢uvky na dvote a pfi
velkych zaplavach se muze moc¢, smisend se znecisténou povrchovou vodou
snadno dostavat do studen. Proto ma byt zdivo studny zvednuto alespoi o 30 cm
nad troven zemé a puda kolem studny mad byt oblozena nepropustnym mate-
ridlem v sile asi 0,5 m, nejlépe dusanym jilem. Rovnéz spad vody vytékajici
z ¢erpadla musi byt upraven tak, aby vycerpana voda se nemohla nijak vracet
zpét do studny. Jimky na mo¢ i zachody maji byt rovnéz vzdaleny minimalné
15—30 m a neni-li to mozné, tedy alespon casto vybirany, aby neprosakovaly
do okolni pudy, jelikoz filtracni kapacita pidy se mize ¢asem unavit,

Bylo by viibec nejlepsi i na dvorech nasit kolem studny travu a v urcitém
obvodu ji oplotit, aby domici zvirata a drubez neméli ptistup ke studni. To
by bylo vhodné i na zahradich, kde se casto pase dobytek a znecistuje bezpro-
stfedi okoli studny.

Pro zvirata ma byt postardno rovnéz o dobrou vodu. K tomu ucelu byla
konstruovana rtzna hygienicka napajeci zarizeni jak pro velka, tak i pro mal4
zvitata. Napdjeci zafizeni se nesmi zanedbdvat ani na pastvinich, nebot zvlasté
zde mohou byt rdzné nehygienické zdroje semenistém parasitarnich vajicek,
nehledic k tomu, ze i na jeden dil suché potravy je tieba u dojnic pétkrat tolik
vody. Stily pfistup k dostate¢nému mnozstvi pitné vody odstranuje u zvifat
nezdravé nahlé hltani a poruchy tim zpusobované. Aviak opatrit zvifatim
dosti vody neznamena, ze by nemusela mit vsechny ndlezitosti. Naopak, i zvi-
fata potiebuji zdravou plnou vodu, mikrobidlné i parasitirné neznecisténou,
i o dostatecné tvrdosti, ktera se u nich zvlasté ¢asto zanedbava.

Mikroby fekalniho znecisténi se daji ze studen pomérné lehce odstranit
desinfekci koloidnim stfibrem ve vhodném ztedéni. Nejlépe tiikrat za sebou
ve ¢trnactidennich intervalech, pti ¢emz davky se postupné zvysuji.

Velmi dobry je téz ceskoslovensky preparat Movidyn, ktery na sténach
a celém zatizeni studny vytvati koloidni membranu s desinfekénim acinkem,
trvajicim nékolik mésict. Je ucinny i ve velkych zfedénich a manipulace s nim
je zcela jednoducha. Nedostavi-li se G¢inek po prvni aplikaci, je tfeba desin-
fekci opakovat. Movidym nahradi i drahé aparaty elektrokatadynové, které se
sice velmi osvédéily, ale nejsou toho ¢asu k dostani.

I kdyz tedy procento mikrobné¢ nebo jinak znecisténych pitnych vod je
vysoké, neznamena to, ze by odstranénim jen jedné zavady byla voda jiz ne-
skodna. Na jejim zneéidfovani se podili — jak niam naSe vyzkumy ukazaly —
obycejné vice faktora, které je nutno viechny postupné odstranovat nebo alespon
zneskodnovat. )

Pri debatach se zemédélei jsme se snazili ¢etnymi prednaskami a radami
pfimét majitele k odstranéni téch nebo onéch zavad; zatim byla jen mala ¢ast
nasich doporuceni skuteéné provedena, jako na priklad zasypani dvou studni,
zfizeni radného krytu, v mnoha pripadech oploceni, véasné odstratiovani bliz-
kych hnojist, vzdaleni kurnik a podobné. Doufam vsak, Ze i tato ¢ast prispéje
ke zlepSeni hygieny pti zasobovini pitnou vodou v nadich zemédélskych pod-
nicich.
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Souhrn

Bylo odebrano 180 vzorkl pitnych vod z 5 moravskych okres, které byly
takto vySetreny:

1. Po strance celkového mikrobniho znecisténi a specialné na obsah E. coli
a salmonel. Vysledky z jednotlivych okrest jsou rizné, avsak primérné 11 9
vod bylo posouzeno jako zdravi nezavadné, 16,7 % podezielé a 72,3 % jako
zavadné. Vody z nizin jizné od Brna jsou vice zavadné nez z pahorkatého kraje
severné a severozipadné od Brna.

2. S hlediska celkové tvrdosti jsme shledali, ze se pohybuje primérné
mezi 10—20 ném. stupni; jen ojedinéle byla zjisténa tvrdost nad 40 ném.
stupnu. Dale byla urcena alkalita, tvrdost karbonatova a stala.

3. Amoniak byl prokdzan pouze ve 12 9, zkoumanych vzorkd, a to jen
ve stopach nebo v nizkych hodnotdch.

4. Byla posouzena situace studny vzhledem k jakymkoliv znecistujicim
zdrojtim, pti ¢emz byl zkouman i filtracni efekt pudnich vrstev v okoli studny.
Bylo zjisténo, ze tento bod je témér ve vsech zemédélskych podnicich nejvice
zanedbavan, coz se projevilo v prvni radé bohatym obsahem coli v bakteriolo-
gickych nélezech.

5. Podle dosahu a zdvaznosti zjisténych zavad byla doporucena opatteni
na zlepseni hygienickych podminek zivadnych vodnich zdrojti, jako desinfekce
vody, zlepseni krytu, oploceni studny a pod. a ve dvou ptipadech viibec zrugeni
vodniho zdroje, coz také bylo provedeno.
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HMccnenosanne HEKOTOPLIX CAHUTAPHBIX HETICTATKOB H MHUKPOOHMOIIOTHYECKHE
pPe3yJIbTaThl AaHAJNM30B IMUTHEBOI BO]bI B CEJIbCKOXO03AMCTEECHHBIX NpeINpPHATHAX

Bbuio B3aTo 180 obpa3ios nuThLeBoi BoOAbI B 5 patonax Mopasuu, KOTOpbIE ObIIMU
MCCJIC/IOBAHbI CJIEAYIOLMM obpa3om:

1. B oTHOLIEHMM 3apaxKeHus MuKpodamMy yCTAHABJIMBAJOCL B OCODCHHOCTM KOJIMU-
4yecTBO MMKPOO6oOB E Koy 1 canmone 1. Pe3ybTarbl MCCACA0BAHMIT B OT/IeIbHBLIX paio-
HaxX ObLIM pa3aM4HbI, HO ObLIO YCTAHOBJECHO 4YTO B cpeaneM 11 % B3aTbIX 00pasnosB
BO/IbI BE3BPEAHbI AJA 370POBbA, 33 7 MCHEC NPUTOANLI JJA ynorpebaenus, 16 % nono-
3pUTENBHLI 1 16 HeyaoBIETBOPUTE/ILHLL. BoAbl M3 HUM3MEHHOCTE j0kKHee r. BpHo wale
HCYIOBJCTBOPUTEJbHBI, BOJibl 2KC M3 XOJMMCTBIX MECTHOCTEI Ha CeBep M CeBepo-3anaj
r. BpHO JMlIb perke HEeYAOBICTBOPUTEC/ILHBI.

2. TIIpu uccaenoBaumum ob11eil TBEPAOCTH ObLIO YCTAHOBJIEHO, UTO OHA KoJebuercA
mexxkay 10 m 20 HeMm. rpajycamMim M TOJNbLKO B €IMHMYHBLIX CJAyUaAX Oblla YCTAHOBJIEHA
TBEpAOCThL Oosee 40 HeM. rpaaycoB. Jasee OblIM YCTAHOBJICHBI LICJIOYHOCTL, TBEPAOCTb
KapOoHaTHaa M TIOCTOAHHAA.

3. AMMuMax 6b1J1 yCTaHOBJEH TOALKO v 12 % MOAONBLITHLIX BOJ 1 TO JHMILIL B BeCbMa
MaJIOM KOJIMYeCTBE.

4. Bbuio MCCJEJA0BAHO MECTOINOJOZKEHME KOJOAIEB 10 OTHOLICHMIO K odaraM
3arpA3Henud, npudem Oblma uccse/oBana U (OUILTPOBANLHAA CIIOCODHOCTL MMOUBEHHBIX
CJIOEB OKOJIO KOJOALEB. BbBIIO yCTANOBICHO, YTO B 9TOM OTHOILLCHMUY ITOYTH BO BCeX
CCJIbCKOXO3ANCTBCHHBIX NPEANPUATUAX JIONYIIEHO 00JbllIe BCEro HeJI0CTATKOB, KOTOPbIE

356



npu 6aKTepuaNbHOM MCCIEN0BAHMMU IIPOABMIMCH B IIEPBYIO odepeab B GosblueM KOaMu--
yecTBe BakTepuit KoNN.

5. B 3aBMCUMOCTM OT 3HAYUTEJBHOCTM YCTAHOBJIEHHBIX HEJOCTATKOB ObLIv mpen-
JIOKEHbI MEepbl K YJYYILIEHMIO TMTMEHMYECKUX YCIOBMI y HeyOBJIETBOPUTEJIbHBIX MC-
TOYHMKOB BOJbl, Hamp. Ae3MHMEKIMA BOIALI, YJyYILIEeHUE IePEKPhITUA, OOHEeceHue KO-
Joaua NMJIeTHeM M T. J.; B ABYX CJIYYaAX TIPEAJIOKEHO COBCEM 33KPbITh MCTOYHMK, YTO-
u Ob1J10 BBITOJHEHO.

Research of some Hygienical Defects, and the Microbial Findings in Potable Waters
of the Agricultural Enterprises

180 samples of the potable waters from 5 Moravian districts were examined
in the following manner: .

1. From the point of view of the general bacterial pollution, especially on the
contents of Esch. coli and Salmonella. The results of different districts are not the
same, but on an average 11 % of waters were judged as good potable waters, 16,7 %
as suspicious and 72,3 % as harmful. The waters from the lowlands south of Brno
are more defective than the waters from the hilly sector north and northwest of Brno.

2. From the respect of the total hardness we have ascertained the usual average
between 10—20 German degrees. The hardness over 40 German degrees was deter-
mined only very rarely. The alkality and the temporary and permanent hardness
were also determined.

3. Ammonia has been found generally in the unappreciable quantities only in
12 % or in low values.

4. The situation of the well has been criticised with the respect to @all sources
of pollution and to the filtrative effect of the ground in the surroundings of the
well. It has been found that this point is nearly in all farms mostly neglected as
showed the high count of coliform bacteria in the bactericlogical examination.

5. According to the importance of the impurities found, many measures have
been recommended, as for instance the disinfection of water, better covering of
wells, their fencing against domestic animals etc., and in two cases the filling up
of the wells was performed on our advice.

Durchforschung einiger hygienischer Beanstindigungen und Mikrobenfunde in der
Trinkwisser landwirtschaftlicher Betriebe

Es wurden 180 Trinkwasserproben aus 5 maihrischen Bezirken entnommen,
welche der nachstehenden Untersuchung unterworfen wurden:

1. Auf allgemeine Verunreinigung durch Mikroben, speziell betr. Inhalt von
E. coli und Salmonellen. Die Ergebnisse aus den einzelnen Bezirken sind verschieden,
jedoch wurden durchschnittlich 11 % der Wisser gesundheitlich als einwandfrei,
16,7 % als verdichtig und 72,3 % als mangelhaft beurteilt. Wasser aus den Niederun-
gen slidlich von Brno weisen mehr Mingel auf als die aus dem Hiigelland ndérdlich
und nordwestlich von Brno.

2. Vom Gesichtspunkt der Gesamthirte stellten wir fest, daB sich dieselbe
durchschnittlich zwischen 10—20 dtsch. Graden bewegt; nur vereinzelt konnte eine
Hirte von liber 40 dtsch. Grad festgestellt werden. Ferner wurde die Alkalitit, Kar-
bonat- und Permanenthirte bestimmdt.
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3. Ammoniak wurde nur in 12 % der gepriften Proben, u. zw. nur in Spuren
oder in niedrigen Werten festgestellt.

4. Es wurde die Situation des Brunnens mit Ricksticht auf alle verunreini-
genden Ursachen beurteilt, wobei auch der Filtrationseffekt der Bodenschichten in
der Brunnenumgebung untersucht wurde. Man stellte fest, dall dieser Punkt fast
in allen landwirtschaftlichen Unternchmungen am meisten vernachlassigt wird, was
auch in erster Reihe im reichen Coligehalt bei den bakteriologischen Befunden zum
Ausdruck kam.

5. Nach der Reichweite und Erheblichkeit der festgestellten Mingel wurden
MaBnahmen filir eine Besserung der hygienischen Bedingungen mangelhafter Was-
serquellen, wie Desinfektion, Verbesserung der Brunnendecke, Umziunung des
Brunnens usw. empfohlen. In zwei Fallen wurde die Sperrung der Wasserquelle be-
antragt, was auch ausgefiihrt wurde.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED

VETERINARNI MEDICINA ROCNIK 2 (XXX)-1957-C1ISLO 5

Nova modifikace kapkové vazby komplementu

HoBasa moqudHUKaMA PEeRKUUH KAleJdbHOro CBA3bIBAHMA KOMILJIEMEHTA
A New Modification of Drop Complement Fixation Text

Eine neue Modifikation der Komplementbindungsreaktion mit der Tropfenmethode

MVDr M. POTOCEK
Veterinarni vyzkumné stredisko, Praha

boslo dne 5. XH. 1956

Uvod

Vazba komplementu je serologicka reakce pouzivana pti laboratorni dia-
gnostice infekei bakterialnich i virovych a ma své pouziti i pti nekterych in-
fekcich parasitarnich. Princip komplementiixac¢nich reakci, pouzivanych jak
v bakteriologii, tak i ve virologii, je steiny.

V diagnostice virovych i rickettsiovych chorob je vazba komplementu hod-
nocena jako reakce specificka a proto ve virologii nabyva stale vétsiho pouziti.
Jeji vyznam roste nejen v bézné diagnostice, ale i ve vyzkumu a jakmile dojde
ke standardni vyrobé antigenii a diagnostickych ser, mtzeme v budoucnu od
této reakce pii bézné bakteriologické a virologické diagnostice ocekavati jesté
vice.

Proti nékterym jinym serologickym reakcim, na pt. agglutinaci nebo pre-
cipitaci, ma vazba komplementu vyhodu $irsiho pouziti, t. j. lze ji pouZit v béz-
ném provadéni pri diagnostice vétsiho poctu infekénich chorob at bakterial-
nich, virovych ¢ parasitdrnich. Zvlasté ve virologii, kde laboratorni serologicka
diagnostika je provadéna velmi presnymi reakcemi, na p¥. neutralisa¢nim testem,
agglutinaci, precipitaci, nabyva vazba komplementu stidle vétsiho pouziti, a to
z toho divodu, ze vazbu komplementu lze provadét u viech virovych infekei.
Dosti znacnym problémem je viak dosud priprava antigenu pro vazbu kom-
plementu.

To, ze vazbu komplementu lze pouziti pri diagnostice infekci, zpasobenych
riznymi choroboplodnymi zarodky (bakterialnimi, virovymi, parasitirnimi), ma
pfi bézné serologické diagnostice velky vyznam, ncbof provedenim vazby kom-
plementu s nckolika antigeny infekci riizného druhu lze snadno uskuteénit
v jedné reakci vysetieni sera, kde podle klinického pritbéhu jde o podezteni
z nékolika infekci. Mohli bychom rici, ze vazbou komp'ementu mizeme pro-
vadét serologickou diflerencialni diagnostiku. Predpokliad4d to ovsem propra-
covani vazby komplementu pii diagnostice nékterych infekénich chorob, u nichz
vazba komplementu neni dosud bézné provadéna.
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Uvadim na p¥. onemocnéni psa, u néhoz je vysloveno podezreni z psinky.
Podle klinického prubéhu vsak nutno pocitat na pt. téz s infekci tlakové cho-
roby, infekéni hepatitidy, toxoplasmosy, leptospirosy, salmonellosy, pfipadné téz
pasteurelosy. Kdybychom pfti laboratornim vysetfeni pouzili vazby komplemen-
tu, bylo by mozno v tomto pripadé jednou serologickou metodou provésti
orientacni vySetfeni podeztelého sera. Jinak bychom museli provadét vysetfeni
sera nékolika serologickymi reakcemi (agglutinaci na leptospirosu a salmonello-
su, Sabin-Feldmannovym testem na toxoplasmosu, vazbou komplementu na
psinku), coz by ovSem znamenalo nejen znac¢né zdrzeni ve vySetfovani, ale
pfi bézné diagnostice by to narazelo i na technické potize.

Je nesporné, ze vazba komplementu, konecné jako kazda jina serologicka
reakce, ma nejen své vyhody, ale téz nevyhody.

Proti metodické jednoduchosti agglutinace ¢i precipitace je nevyhodou vaz-
by komplementu jeji pomérna slozitost.

U vazby komplementu je tieba zajistit vysledek spdlehlivymi kontrolami
jednotlivych slozek, avsak vétsi mnozstvi kontrol u vazby komplementu neni
nikterak na zavadu, naopak, zajisfuje nam spravnost provedeni reakce.

Pfednosti vazby komplementu je snadné a hlavné objektivni posuzo-
vani vysledku reakce, pravy to opak pfi posuzovani na pt. vysledku agglutinace,
u niz pri vySetfeni téhoz sera riznymi laboratofemi jsou velmi ¢asto znacné
rozdily v posuzovani vyse titru, pripadné téz i positivnosti reakce. Pricinou
riznosti posuzovani vysledku je mimo jiné i subjektivnost posuzovini
vysledki reakce tim nebo onim pracovnikem.

Vazba komplementu ma jisté¢ vlastnosti, které nekdy jsou vyhodné, jindy
jsou na zavadu. Vime, ze vazba komplementu je reakce méné specificka nez
na pi. agglutinace, seroncutralisa¢ni test ¢i test haemagglutina¢né inhibicni.
Vazba komplementu nezachycuje mensi antigenni rozdily mezi jednotlivymi
typy nebo kmeny bakterii ¢i parasita jist¢ho druhu, je jen druhové specificka,
méné vsak typové nebo kmenové, coz je nevyhoda pri podrobném studiu anti-
genni struktury, naopak viak je to vyhoda pti bézné diagnostice. Tuto skutec-
nost si mizeme dobfe ovérit na pi. pii vySetfovani sera na leptospirosu. Agglu-
tinaci muzeme zjistit pfesny typ leptospiry, kdezto vazbou komplementu jen
druh. Tam, kde laboratof nema ptipadné k disposici vsechny typy leptospir,
muze se lehce stati, ze serum pii vySetfeni agglutinaci je negativni, kdezto p¥i
vySetfeni vazbou komplementu je positivni.

U vazby komplementu je ponckud neptijemné zdlouhavé provadéni re-
akce, pracné plnéni zkumavek nékolika slozkami. Jelikoz jednotlivé ingredienty
plnime v mnozstvi 0,1—0,5 ml, znamen4 to téz dosti zna¢nou potfebu jednot-
livyeh ingredienti, zvlasté pouzivame-li vazby komplementu s odstupnovanymi
davkami komplementu. Naproti tomu viak pti této modilikaci vazby komple-
mentu nutno ocenit to, ze pravé pouzivani odstupnované rady komplementu —
nevyhoda to, ktera zpusobuje technicky a casové naro¢néjsi provadéni reakce —
nam umoziiuje peclivéj§i a presnéjsi vySetfeni materialu. Tato modifikace nam
prinasi zvlasté ve vyzkumu velmi cenné a presné vysledky.

Okolnost, ze u vazby komplementu je treba ponékud vétsiho mnozstvi vy-
Setfovaného materidlu, je zavadou, kterd mize nékdy i znemoznit fadné vy-
Setfeni, nebof nejen antigeny, ale i vySetfovana sera nezridka ziskavame v ne-
dostateéném mnozstvi. Nékteré antigeny jsou dosti drahé, jindy je opét problé-
mem serum, at uz je to malé mnozstvi sera ziskané z mikromamalii, zkoumané
pro epidemiologické ucely, nebo hyperimunni serum z malych zvifat pro diagnos-
tické ucely, které slouzi jako positivni kontrola. Proto také nékteré komplement-
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fixaéni reakce pfi virovych nemocech jsou provadény mikrometodami, které
snizuji objem jednotlivych slozek na nejmensi moznou miru.

Plnéni mensich mnozstvi — 0,1 ml a méné — vsak pfinasi s sebou nebez-
peci vadného plnéni, ulpéni malého mnozstvi ingredienti na sténach pipety ¢i
na sténach zkumavky, coz se samoziejmé odrazi v nepfesnosti vysledku reakce.
Pfi reakcich konanych v malych rourkach (na pf. pfi Variole ve Vidalovych
zkumavkach) je viak tfeba nejprve se zacviciti na spravny odhad stupné hae-
molysy, nebot prusvitnost uz$i vrstvy obsahu v malé rource je vétsi nez v rource
silngjsi.

Za ucelem jesté ucinnéjsiho Setfeni materidlu a technicky snadnéjsiho pro-
vadéni, byly u nékterych nakaz vypracoviny modifikace vazby komplementu
na zakladé sklickové metody, na pr. nakazy viry' skupiny Coxsackie.

Literarni pirehled

Pti stoupajici tendenci po presnéjsim dilferencovani mikrobt a stile ¢astéj-
§im pouzividni vazby komplementu bylo tfeba uvazovat o moZnostech alespon
¢asteéného zjednoduseni techniky vazby komplementu za dcéelem jejiho snad-
néjsiho provadéni. Metodiku vazby komplementu, pokud jde o zdsadni podstatu
a pritomnost jednotlivych slozek, nelze ménit, avsak z nize uvedeného uvi-
dime, ze byly propracovdny razné modifikace, které¢ nejen prispély k Setieni
jednotlivych slozek, jichz je nedostatek, ale éz usnadnily technické provedeni
reakce.

Za tymz acelem byly na pf. vypracovany razné modifikace ptivodni reakce
Vidalovy, ktera pres to, ze je techniky mnohem snadnéji proveditelnd nez vazba
komplementu, béhem doby doznala jistych modifikaci, zaméfenych hlavné
ke zjednoduseni provadéni reakce agglutinace. Jak Gruber-Durhamova reakce
k prikazu antigenu specifickym imunnim serem, tak i Gruber-Vidalova reakce
k prikazu protilatek v seru homolognim antigenem je provadéna:

a) v reagenc¢nich zkumavkach,

b) na podloznim sklicku,

¢) mikroskopickou agglutinaci.

Mikroskopicka agglutinace na podloznim sklicku, ktera byla puvodné pro-
vadéna jako orientacni zkouska pred provedenim normalni Vidalovy reakce
zkumavkové, prekrocila béhem doby ramec orientaéni reakce a dnes pfi spravné
technice dava spolehlivé vysledky a vytlacuje nasledovné agglutinace ve zku-
mavce. Pri této modifikaci je vyhodou mald spotfeba imunniho sera, rychlost
provedeni a zjednodudeni reakce, coz ma velky vyznam pri stoupajici tendenci
po presnéjsim differencovani mikrob.

Za tGcelem dalsiho zrychleni a zjednoduseni provadéni reakce agglutinace
vypracoval Babudieri (1) novou modifikaci mikroskopické agglutinace,
provadéné na sklenénych deskach, do nichz jsou vyhloubeny dilky o priméru
10 mm. Pri této metodé odpada potreba zkumavek, stojinkt a pracné myti
skla. Pouzil této metody pfi laboratornim vysetfovani Q horecky a hodnoti
tuto metodu jako velmi ekonomickou pri depistazi Q horecky.

Pri stale castejsim pouzivani reakce vazby komplementu byly i u této
reakce propracoviny nékteré modilikace, které se obdobné snazi zrychliti pro-
vadéni vazby komplementu za sou¢asného $etieni jednotlivych ingredienti.
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Tak Fulton a Dumbell (3) pouzili pti serologickém srovnavani
kmenut vira chfipky kapkové metody vazby komplementu, pti ¢emz reakci pro-
vadéli na deskdch z plexiskla (misto ve zkumavkach) a jednotlivé ingredienty
byly na desku vkapdviany po kapkich. Desky z plexiskla byly 16 ¢tverecnich
incht a 0,125 inche silné (1 inch+— 2,54 em). Vrchni plocha desky byla vyrytim
rozdélena na 144 policek, 12 ve svislém sloupci a 12 ve vodorovné radé. Jedno
policko mélo stranu 3,5 cm dlouhou. Rady ¢tverci byly za Gcelem orientace
podélné oznaleny pismeny a svisle ¢islicemi.

Jednotlivé slozky vazby komplementu byly na urcitd policka vkapavany
pipetami, které byly roztridény tak, aby uvoliovaly 20 mm® a 40 mm® destilo-
vané vody. Autofi zjistili, Ze uvolfovani tohoto obsahu po kapkach z pipet bylo
dostatecné piesné pro vsechny pouzité reagentni roztoky bez ohledu na jejich
ménici se roztazlivost povrchu.

Po naplnéni reakce byly desky z plexiskla  vlozeny na zvlast upraveny rost,
ktery byl pak wvlozen do mosaznych obali (krabic), které byly vzduchotésné
uzavieny prisroubovanim vicka opatfeného gumou. Aby nedoslo k odparovani
kapek s plexiskla, byla na dno krabice vlozena vata, namocena v destilované
vodé. Krabice s deskami pak byly vkladany jednak do lednicky pri 4" C, jednak
do thermostatu pri 37" C.

Tato metoda umoznila autorim provést bez potreby velkého mnozstvi zku-
mavek velké mnozstvi zkousek, umoznila s presnosti posoudit kmeny a pfi-
pravila cestu pro dalsi klasifikaci.

Kapkovou metodu vazby komplementu podle Fultona a Dumbella pouzili
s Uspéchem Svedmyr a spol. (8) pii fixaci komplementu s Brunhildovymi
a Lansingovymi viry Poliomyelytidy. Autoti metodu hodnoti tak, ze tato mo-
difikace vazby komplementu poskytuje jednoduchou a spolehlivou techniku a je
zv]a$té cennd pro maly pocet potiebnych reagentii. Pro vkapavani ingredienti
pouzili 1 ml st¥ikacky s jehlou ¢is. 19, ktera uvoliiuje kapku o obsahu 20 mm?®.

Kapkovou metodu vazby komplementu podle Fultona a Dumbella hod-
noti rovnéz velmi kladné Kléne (5) zejména v pripadech, kdy je k disposici
jen velmi malé mnozstvi antigenu ¢i sera. Vysledek reakce vazby komplementu,
t. j. stupeit haemolysy, hodnoti za 1—2 hodiny po naplnéni haemolytického
systému jednak podle sedimentu ¢ervenych krvinek, které sedimentuji uprostied
kapky, jednak podle barvy tekutiny.

Kraft a Melnick (6) pouzili kapkové metody vazby komplementu
podle Fultona a Dumbella pti imunologickém studiu viri skupiny Coxsackie.
Popisuji pfesnou metodiku prace podle Fultonovy a Dumbellovy techniky des-
tickové fixace komplementu a zdirazihuji, ze pti provadéni této modifikace
neexistuje véisi omyl, nez jaky vznika pii pouzivani zkumavkového testu. Zdi-
raziiuji dile, Ze velkou vyhodou destickové metody je to, e umoznuje provadét
vySetfeni ve vétsim méritku pri pouziti riznych redéni sera, jakoz i antigenu
pti riznych davkiach komplementu. Toto piesné vysetfeni reaktivity razngch
roztoku sera a antigenu nemize byt provedeno, jestlize je v reakci pouzita pouze
jedind diavka komplementu. Meiodika umozituje provést ktizové reakce. Dale
zdGraznuji, ze jednou z velkych vyhod pouzivani destickové metody je, Ze reakce
riznych fedéni sera nebo antigenu s komplementem je mozno stile porovnavat
s provadénymi kontrolnimi testy.

Ackoliv podle literarnich udaji byla kapkova vazba komplementu podle
Fultona a Dumbella s Gspéchem pouzita v ciziné jiz na nékolika pracovistich
pfi rdznych vySetfenich, nebyla u nis tato reakce dosud vyzkousena a popsdna.
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Vzhledem k tomu, Ze tato modifikace vazby komplementu znaéné urychlu-
je provadéni vazby komplementu, usnadnuje jeji provadéni, jakoz i Setfi mnoz-
stvi pouzitych slozek, pokusili jsme se propracovat tuto metodu a jelikoz ne-
byla dosud popsana v ceskoslovenské literature, popisujeme nasi modifikaci kap-
kové vazby komplementu v uréitych podrobnostech.

Metodika

Nasi modifikaci kapkové vazby komplementu jsme na rozdil od modifikace
podle Fultona a Dumbella provadéli na deskach z plexiskla, do nichz byly vy-
vrtany dulky, podobné¢ jako provadi Babudieri agglutinaci. Zhotoveni desek
z plexiskla s dilky je sice nakladnéjsi, ale tato modifikace poskytuje urcité
vyhody, které budou objasnény popisem prace.

Pouzivame desky z plexiskla o sile 10 mm, do nichz jsou vyvrtany dulky
o priméru 10 mm a hloubky 6 az 7 mm. Na zaobleni spodni ¢asti dilku
(dolni radius) pripada 2 mm. Obsah dulka, ktery je 400—500 mm®, plné staci
nejen na pojmuti ingredient®, ale vyhovuje také k protrepani obsahu dilki bez
nebezpeci vystiiknuti tekutiny, nebot podle velikosti kapek je naplnéno pra-
mérné 200 mm”. Zmen$ovat obsah dilku by nebylo acelné, jelikoz by pak nebylo
mozné radné protrepani smési.

Pocet dulki na desce mize byt ruzny podle toho, jakym zpusobem a za
jakym Gcelem je vazba komplementu providéna. Je-li vySetieni provadéno né-
kolika antigeny, je lépe miti vice dulka vodorovné. Vzhledem k na$i potrebé
jsme se rozhodli pouzivat desck, na nichz je 12 dalka vodorovne a 12 dilka
svisle, celkem 144 dalkd, které jsou od sebe vzdaleny 3 mm. Vodorovné tady
jsou oznaceny cislicemi, svislé pak pismeny.

Dulky musi byt dobre vylestény a na spodnim radiu dalku nesmi byt stopy
pe vrtani, jelikoz $patné vyledténi by bylo na zavadu pfi posuzovani vysledku
reakce. Nedostateéné vylesténi spodniho radiu by zpusobovalo nepravidelnosti
sedimentu ¢ervenych krvinek, coz by dé¢lalo potize pti posuzovani reakce podle
sedimentu ¢ervenych krvinek. (Viz obraz 4 — dalek 1K.) Rovnéz boky dilka
musi byt dobte vylestény, aby byly beze stop po vrtani, jelikoz jinak muze do-
jit k zachyceni byf i malého procenta nehaemolysovanych ¢ervenych krvinek
na sténach dalki.

K plnéni ingredient po kapkach pouzivame pipet 1—2 ml, které za tacelem
stejnomérnosti kapek musi byt stejné, hlavné zakonceni pipet. Pipety, které po-
uzivame k plnéni, si vyzkoudime tim zplusobem, ze zjistime jednak poéct uvol-
nénych kapek na 1 ml, jednak, zda tento pocet kapek je staly Na pr. pipeta na
1 ml nam dava 20 kapek, t. j. obsah jedné kapky je 50 mm®, opakovanym pipeto-
vanim si pak ovérime, zda tento pocet kapek je pri kazdem pipetovani stejny.
Pti plnéni vazby pouzivime pak jen téch pipet, které v 1 ml davaji 20 kapek.
Kdybychnm pri plnéni jedné vazby pouzivali ruznych pipet, nékteré by mély
20 kapek do 1 ml, jiné na pt. 25 nebo 30 kapek, bylo by plnéni ncpusne a sa-
mozrejmé by se to objevilo v neptresnosti vysledku reakce. PFi plnéni jiné vazby
mizeme pouzit zase sadu pipet, kieré maji kapky o obsahu 40 mm?®, t. j. 25 ka-
pek na 1 ml.

Piesné vkapivani dosahneme také tim, ze na konec pipety nasadime jehlu,
jejiz konec je ubrousen. Svétlost jehly volime podle toho, jak velké kapky chce-
me plnit. Rovnéz pouzivané jehly si nejdiive vyzkousime na mnozstvi a obsah

kapek.
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Obraz 1. Deska z plexiskla s vyhloubenymi dualky pohled shora
Puc. 1. ITnacTuHKa U2 IwJiekeuriaca ¢ ymiyOJICHMAMM — BUJ CBEpXy
I11. 1. Sheet of plexiglass with engraved pits — a view from above
Abb., 1. Die Platte aus Plexiglas mit ausgehthlten Griibchen Ansicht von oben

K16 ne uvadi, ze pFi plnéni je pouzivana stale stejna stiikacka i jehla
a ze jsou pti plnéni proplachovany pouzivanym lysiologickym roztokem. My
pouzivame pro kazdou slozku jinou pipetu, nebof proplachovani fysiologickym
roztokem nepovazujeme za dostatecné a nad to by se tim zdrzovalo jesté i plné-
ni. Jediné pfi plnéni téhoz sera v ruznych redénich pouzivame jedné pipety tak,
ze plnime serum od nejvyssiho fedéni k nejnizsimu, totéz u komplementu a an-
tigenu.

Pii plnéni nutno pipetu drzet kolmo za tcelem stejnomérnosti kapek, nutno
vak samoziejmé dbat toho, aby pipeta pri plnéni se nedotkla stény dilku, nebot
by pak odméteni kapky nebylo mozné.

Obsah dulkt po naplnéni prottepiame tim zplisobem, ze pravou rukou des-
tickou pohybujeme k sobé a od sebe, pfi ¢emz narazime na polozeny prst levé
ruky nebo levou rukou desticku pfidrzujeme a palcem pravé ruky poklepavéame
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1. Subpleuralni lymphadenopathie jehlanovitého tvaru (na rezu trojuhelnikovitého)
s nodularni strukturou a s vikarujicim emfysemem okoli

2. Subpleuralni lymfadenopa-
thie kulovitého tvaru s nodu-
larni strukturou, vydouvajici
pleuru, s interlobularnim poji-
vem na periferii uzli¢cku

2. JInmdaneHonarus 1oj Jic-

rOYHOM MJAEeBPOoi 1apoobpa3Hoi

(hopMbl ¢ HOAYJAPHON CTPYK-

TYpoO¥M, B3jayBalolle ILIeBpy,

¢ MHTepaobynsspHOM COeaAMHU-

TeJLHOI TKaHbw Ha nepude
puu y3elka

2. Subpleural lymphadeno-
pathy of globular form with a
nodular structure, pouching
out the pleura, with interlo-
bular connective tissue on the

periphery of the nodule

2. Subpleurale Lymphadenopa-
thie kugelartiger Form mit ei-
ner nodularen, die Pleura aus-
bauchenden Struktur, mit in-
terlobularem Bindegewebe auf
Peripherie des Knotchens




3. Subpleuralni lymfadenopa-
thie hranolovitého tvaru s no-
dularni strukturou a se znac-
nou dilataci subserosni lymfa-
tické cévy
3. JlumdbaneHonatTusa 1ox Jie-
FOYHOM IJEeBpO Npu3MaTH-
yeckoM (opmbl ¢ HOIYJIAPHOM
CTPYKTYPOM# M CO 3HA4YUTEllb-
HBIM pacumpeHueMm cybcepo3-
Horo uJsmuMmdaruyeckoro cocyna

3. Subpleural lymphadeno-
pathy of prismatic form with
a nodular structure and with
a considerable dilatation of
the subserous lymphatic vessel

3. Subpleurale Lymphadenopa-

thie prismatischer Form mit

nodularer Struktur und mit ei-

ner betridchtlichen Dilatation

des subserosen lymphatischen
Gefadsses

4, Subpleuralni lymfadeno-
pathie se znac¢nou tvorbou no-
dult, které vydouvaji pleuru
a prominuji nad okolni tkani




Obraz 2. Deska z plexiskla s vyhloubenymi dialky — pohled se strany
Puc. 2. IInactnHka 13 ruiekcuryaca ¢ yrayoneumamm — Buja cOOKy
I11. 2. Sheet of plexiglass with engraved pits — a side view
Abb. 2. Die Platte aus Plexiglas mit ausgehohlten Griihchen — Seitenansicht

desticku se vSech stran pri soucasném pomalém otaceni desky.'Tim dochazi
k nahlym otresim, kterymi je tekutina protrepavina.

Krouzivym pohybem bychom nedosdhli tadné¢ho protfepani obsahu. Pro-
ttepavani se musi diti na hladkém podkladu (papir), abychom neposkodili spodni
plochu desky. Plexisklo je totiz velmi citlivé na poskrabani, které by bylo na
zavadu pruhlednosti. Po protfepani desku prikryjeme sklem, aby se tekutina
prilis nevypatovala. Sklo musi na desticku ptiléhat, coz oviem predpoklada,
aby deska byla uplné hladka a nezkroucena. Predpokladame, ze tésnéjsi uzavie-
ni (pfikryti) desky neni t¥eba, jelikoz mirné odpatreni tekutiny neni na zavadu,
coz jsme si téz pokusy ovérili.

Po naplnéni prvni ¢asti vazby komplementu, t. j. po naplnéni vysetfovaného
sera, antigenu a komplementu, vloZime desku prikrytou sklem pfes noc (na
16 —18 hodin) do lednicky pti 3— 5" C. Pouzivame-li vice desek, skladame desky
na sebe a horni desticku pak prikryjeme sklem.

Druhy den desku vlozime na 10 minut do thermostatu pti 37° C, pak naplni-
me haemolyticky systém (2 kapky) a vazbu vlozime opét do thermostatu pfi
37" C na 2 hodiny. Ode¢itani reakce provadime za 45 minut po prvé a za 2 ho-
diny po druhé.

Prvni hodnoceni reakce za 45 minut provadime posouzenim pruhlednosti
tekutiny podle stupné haemolysy, druhé hodnoceni po 2 hodinach podle veli-
kosti sedimentu ¢ervenych krvinek. Dvoji odecitini reakce nam zajifuje spravné
vyhodnoceni reakce, o ¢emz bude hovoteno pozdéji. Odeéitani reakce je velmi
pohodIné a rychlé.

Hodnoceni reakce posouzenim prihlednosti podle
stupné hemolysy
Desku polozime na bily papir s ¢ernym $rafovanim a po pfedbézném pro-
tfepdni hodnotime zbarveni a priahlednost tekutiny. V dtlcich, kde probéhla

uplna haemolysa, vidime ¢erné $rafovani na bilém papite ostie a jasné, kdezto
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Obraz 3. Posuzovani vysledku reakce za 45 minut po pridani haemolytického systému
Podklad desky z plexiskla tvori bily papir s ¢ernymi ¢arami. Za ucelem pres-
néjsiho rozliseni pruhlednosti tekutiny a urceni stupné haemolvsy jsou vedle sebe
narysovany 1 silnéjsi a 1 jedna slab$i ¢erna cara.

Puc. 3. OueHka pe3yabTaron peakiis yepes 45 MUHYT I10CJI¢ BBEACHUA IeMOJUTUYCCKONM
CHUCTCMBbBI
ITox nnacTMHKY M3 IIEKCUIJIaca ToWIoZeHa Oenmasa Oymara ¢ 4epHbIMM JIMHUMAMHA.
C uesbio Gosiee TOYHOTO ONPCACICHIH [TPO3PAYHOCTH ZKMAKOCTH M YCTAHOBJICHUST CTe-
TICHM PEeMOJIM3a — Ha Oymare nposeicHbl NapajjeibHo OjlHa TOHKas, a apyras bonee
TOJCTass YepHble JUHUKU
111. 3. Judging the result of the reaction 45 minutes aflter adding of the haemolytical
svstem

As a baese for the plexiglass sheet serves a white paper with black lines. In order
tc discern more accurately transparence of the liquid and to establish the grade of
haemolysis there are drawn on it 2 parallel black lines, one thinner and one thicker.
Abb. 3. Beurteilung des Ergebnisses der Reaktion 45 Minuten nach Zugabe des ha-

molytischen Systems
Die Unterlage der Platte aus Plexiglas bildet ein weifies Papier mit schiwarzen
Linien. Zwecks genauerer Unterscheidung der Durchsichtigkeit der Flussigkeit und
Bestimmung des Hamolyse-Grades sind nebeneinander 1 starkere und 1 schwichere
schwarze Linie aufgezeichnet.
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Priklad vyhodnoceni:

Radka 5:

Dulek A — priuhlednost tekutiny zmenSena, slabsi i siln&j$i ¢ara jsou od sebe
dobfe odlisené, avsak nejsou jasné a ostre viditelné — vysledek reakce hodnocen
na —+.

Dulek B, C, D — tekutina neprthlednd, ¢erné ¢ary nejsou viditelné, Gplna za-
brana haemylysy — vysledek reakce hodnocen na +-+-4+.

Radka 6:

Dulek A — tekutina aplné prihledna, obé ¢ary jsou ostfe a jasné viditelné,
uplnd haemolysa — vysledek reakce hodnocen negativné.

Dilek B — prihlednost tekutiny silnéji zmensena, obé &ary jsou sice jesté od
sebe odli$né, avsak jsou nejasné — vysledek reakce hodnocen na + +.

Dulek C — pruhlednost tekutiny velmi slaba, obé ¢ary splyvaji, nejsou od
sebe rozpoznatelné, jsou vidény vcelku a nejasné (stinové) — vysledek reakce hod-
nocen na +++.

Dulek D — tekutina nepriihledna, ¢erné ¢ary nejsou viditelné, uplna zabrana
haemolysy — vysledek reakce hodnocen na ++-++.

Dtlek F, L — tekutina uplné prihledna, obé Cary jsou viditelné ostfe a jasné,
uplna haemolysa — vysledek reakce hodnocen negativné.

IIpumep oueHKu pPe3yibTAaTa PEAKIUH

Paxn 5:

Yraybaeaue A — npo3pavyHOCTh KMUJAKOCTM yMEHLUIEHHAsd, TOHKadA u boJsee TOJ-
cTad JMHMUY JIETKO OTJAMYAITCH OfHA OT APYTroi, 0lHAKO BUMJHBI He BIIOJIHe SICHO M YeT-
KO. PesynsTar peakimu obozHavaercs +.

VYraybaenus B, C, D - - ujKocTh HENpo3payHa, YepHbIe JUHUM He BUIAHBI, TIOJHOE
OTCYTCTBME Te€MOJM3a — pe3yJbTaTr peakuun obosznavaercsa -+ + + +

Papn 6:

Yraybnenue A — KMAKOCTbL COBEPUIEHHO Npo3payHad, 0be JMHUM BUAHBI ACHO U
4YeTKO, HACTYNMJ TIONHDLINA TeMOJN3 — Pe3yaLTaT peakKUuuy CUMTAETCH OTPULIATEIbHBIM.

Yraybaenue B — npo3payHoCTh KMAKOCTH 3HAYUTENBHO YMEHbILEHHAs, 06e IMHUHA,
XOTA MX elle BO3MOXKHO OTJIMYUTHL OAHY OT JApPYIroi, OJAHAKO BUIAHBLI HEACHO — pe-
3yakTar obozHavaerca + +

Yrayoneune C — mpo3padHOCTb KMAKOCTH BecbMma cyabas, obe JIMHUM CAMBAIOT-
Cs, HEBO3MOXKHO OTJMYUTE OAHY OT APYTOi, OHM BuIHLI BOOOILe HESACHO (3aTEHEHHO) —
pe3yJbTaT peakuuu obosHagaercs -+ -+ -+

Yraybnenane D — XUAROCTH MyTHas, YepHbIC JUHUM He BUAHBI, ITOJHOE OTCYT-
CTBME TeMOJIM3a — pe3yJibTaT peakuuy obosHauaerca + + + +

Yraybneuua F, L — XKMAKOCTb COBEPUIEHHO Mpo3payHa, obe JMHUM BUAHBI ACHO
¥ YeTKO, HAaCTYNWJI NOJHBIA TeMOJIM3 — Pe3yJbTaT peakKuuy CUUTAETCH OTPULIATeIbHBIM

Example of evaluation:
Row 5:
pit A — transparence of the liquid reduced, both thinner and thisker line are well
distinguished from each other but they are not clearly and sharply visible — result of
the reaction valued on +.
pit B, C, D — the liquid not transparent, the black lines are not visible, a complete
inhibition of haemolysis — result of reaction valued on + -+ -+ .

Row 6:

pit A — the liquid entirely transparent, both lines are sharply and clearly visible,
a complete haemolysis — result of the reaction valued negatively.

pit B — transparence of the liquid more markedly reduced, both lines are still
visible, though, but they are unclear — result of the reaction valued on + -+

pit C — transparence of the liquid very feeble, both lines merge, they are not
discernible from each other. they are visible as a whole and unclearly (faintly indi-
cated as a shadow) — result of the reaction valued on +-++.

pit D — the liquid not transparent, the black lines are not visible, a complete in-
hibition of haemolysis — result of the reaction valued on + -+ ++.

pit F, L. — the liquid entirely transparent, both lines are sharply and clearly vis-
ible, a complete haemolysis — result of the reaction valued negatively.
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Beispielder Auswertung:

Reihe 5:

Griibchen A — Durchsichtigkeit der Flissigkeit vermindert, sowchl die schwé-
chere als auch die stiarkere Linie sind gut voneinander unterschiedlich, sind jedoch
nicht klar und scharf sichtbar — LErgebnis der Reaktion gewertet auf +.

Griibchen B, C, D —- Flissigkeit undurchsichtig, schwarze Linien sind nicht
sichtbar, voilstandige Hemmung der Hamolyse — Ergebnis der Reaktion gewertet
auf ++4++.

Reihe 6:

Griibchen A — Flissigkeit vollstindig durchsichtig, beide Linien sind scharf
und Kklar sichtbar, vollstandige Hamolyse — Ergebnis der Reaktion negativ gewertet.

Griibchen B — Durchsichtigkeit der Flussigkeit stirker vermindert, beide Linien
sind zwar noch voneinander verschieden, sie sind jedoch unklar — Ergebnis der Re-
aktion auf + -+ gewertet.

Griibchen C — Durchsichtigkeit der Fliussigkeit sehr schwach, beide Linien
flieBen zusammen, sind nicht erkennbar voneinander, sind als ein Ganzes und unklar
(schattenhaft) sichtbar — Ergebnis der Reaktion auf ++ -+ gewertet.

Griibchen D — Flissigkeit undurchsichtig, schwarze Linien sind nicht sichtbar,
vollige Hemmung der Hamolyse — Ergebnis der Reaktion auf ++ 4+ gewertet.

Griibchen F, L. — Flissigkeit vollstindig durchsichtig, beide Linien sind scharf
und klar sichtbar, vollige Himolyse — Ergebnis der Reaktion negativ gewertet.

tam, kde nastala lyse krvinck v urcitém stupni, je cerné srafovani méné jasné
az neznatelné. Timto zpusobem mizeme pohodlné a hlavné pfesné podle pra-
hlednosti tekutiny uréit stupei haemolysy. V tom pripadé, kdy po 45 minutach
nenastala jesté Gplna haemolysa v kontrolach, ponechime desku je§té 15 minut
v thermostatu a pak reakci hodnotime. Po tomto prvnim vyhodnoceni vlozime
desku opét do thermostatu a po 1 hodiné hodnotime vazbu po druhé podle
sedimentu cervenych krvinek. (Viz obr. 3 a text na strankach 366— 368.)

Hodnoceni reakce podle sedimentu ¢ervenych
krvinek

Pti tomto hodnoceni tvori podlozku zrcadlo. Desku z plexiskla zvedneme
asi 15 ¢cm nad zrcadlo a sediment ¢ervenych krvinek v zrcadle pozorujeme a hod-
notime.(Viz obr. 4 a text na strankach 370—371.)

Sediment ¢ervenych krvinek mizeme téz dobre hodnotit, i kdyz ponechame
desku polozenou pfimo na zrcadle. Pfi hodnoceni bereme rovnéz v avahu barvu
tekutiny, kterd je rizna podle stupné haemolysy. (Viz obr. 5 a text na strankach
372—374.)

Pti druhém hodnoceni za 2 hodiny jsme ¢asto pozorovali, ze v dilcich,
kde pti prvnim hodnoceni podle stupné haemolysy po 45 minutich byla reakce
hodnocena na jeden i dva kfizky, dochdzi po 2 hodinach vétSinou k Gplné hae-
molyse, coz upfesniuje vyhodnoceni reakce, nebot odpadaji ve znac¢né mife
nejasné vysledky. Je-li reakce positivni pfi prvnim hodnoceni na 4 ktizky a
vétSinou i na 3 krizky, zustava tento vysledek i po 2 hodinach nezménén. V ta-
bulkach 1 a 2 je uvedeno vyhodnoceni 2 ser po 45 minutich a po 2 hodinach.

Procento dubiosnich vysledkd je skute¢né omezeno jen na ty ptipady, kdy
v seru je pfitomno malé mnozstvi specifickych protilatek ¢i hledaného antigenu.
Zjistili .jsme, Ze pfi positivni reakci nedoslo k lysi ¢ervenych krvinek ani po
delsi dobé nez 2 hodiny. Timto dvojim odecitdanim reakce je zaji§téno spravné
vyhodnoceni vysledku reakce.
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Tab. 1. Vyhodnoceni sera ¢is. 1 a ¢is. 2 za 45 minut

Komplement 1:10 1:15 1:20 1:25 1:10 1:15 1:20 1:25
Antigen Tx 1:30 Fys. roztok (kontrola)
Serum¢. 1 1:10 ‘ = . s 4
1:20 = -+ - — — s -+
] 250 | - -4 s 2 o=
Serum¢.2  1:10 | = = = o
1:20 | — - L = = = ol
1:50 ‘ — - — — —_ — - —

Tab. 2. Vyhodnoceni sera ¢. 1 a ¢is. 2 za 2 hodiny

Komplement 1:10 1:15 1:20 1325 1:10 1:15 1:20 1:25
Antigen Tx1:30 Fys. roztok (kontrola)
Serum¢. 1 1:10 & F+++ 44+ = — — -
1:20 — — 4444+ ++4+4 = = = ==
1 +50 = = VS (O T EIN St = - == _—
Serum¢. 2 1:10 - - — = = - - _
1:20 = = - = — — —
1:50 - - . — " = =

Jednotlivé stupné haemolysy jsou u kapkové vazby komplementu ostieji
oddéleny nez u zkumavkové vazby, ¢imz je té7 usnadnéno presnéjsi odecitani
a vyhodnoceni reakce. U kapkové vazby komplementu z velké ¢asti odpadaji
neurcité a nejasné vysledky na 1 nebo 2 krizky a rozdil mezi 2 a 3 kiizky lze
témér vidy piesné vymezit, coz je dilezité proto, ze reakci na 2 ktizky nehod-
notime jako positivni. Vysvétleni pro tuto skuteénost jsme nasli také v tom, ze
plnéni ingredientii pfi kapkové vazbé komplementu je pfesnéjsi. Pfi pfeméro-
vani napipetovaného obsahu zkumavek, které ve vysledku haemolysy u zkumav-
kové vazby se rozchazely s piislusnymi dilky kapkové vazby komplementu jsme
zjistili, Ze v piislusné zkumavce misto 1 ml celkového mnozstvi byl v nékterych
zkumavkich rozdil 0,1—0,15 ml (vidy méné), coz je vysvétlitelné jednak ne-
piesnymi pipetami, jednak ulpénim malého mnozstvi ingredienti na sténach
pipety-¢i zkumavky pfi rychlém plnéni. P¥i bézném diagnostickém vySetfovani
je tézké vyhnout se této chybé, jelikoz pipetovini je nutno provadét pomérné
rychle, aby bylo mozno zvlidnout vysetieni vétsiho mnozstvi vzorkt. Tato moz-
nost chyby pfi plnéni po kapkach odpada, coz se pak jevi na pfenosti vysledku.

Samoziejmé, Ze se setkavame i se sery autotropnimi a v takovém pripadé
reakci se serem i jen ¢asteéné autotropnim hodnotime vzdy kriticky, i kdyz tyto
nespecifické reakce vétsinou nastivaji v nizkém redéni sera.

Vzhledem k tomu, ze pri vyhodnocovani reakce mame vzdy prehled po
celé vazbé a muzeme neustdle pozorovat kontroly a srovndvat je s ostatnimi
dulky vlastni vazby, mame zaruceno spravné vyhodnoceni stupné haemolysy
ve vSech dilcich, jakoz i dobré vyhodnoceni antikomplementarniho aéinku vy-
Setfovanych ser nebo antigent.
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Obraz 4. Posuzovani vysledku reakce za 2 hodiny po pridani haemolytického systému
Deska z plexiskla je zvednuta asi 15 ¢em nad zrcadlo a vysledek reakce je hodno-
cen posuzovanim velikosti sedimentu, ktery vidime v zrcadle zespodu.

Puc. 4. Onpeznenenue pe3y bTaros peakilyi depes 2 gaca T110¢JIe BBEACHUS TeMOJUTU-
’ YeCKOM CUCTEMbI .
IInacTMHKA M3 IJIEKCHUIJIAcA 110 HATa NpUOAN3UTeILHO Ha 15 ¢M HAj 3ePKaIoOM U pe3yib-
TaT peakUMM OMPEACNIAETCA B 3aBlCHMOCTH OT Pa3MepoB oOCedaHusa, KOTopoe HabJo-
JlaeTCAH B 3C€pKaJie CHU3y

I11. 4. Judging the result of the reaction 2 hours after adding of the haemoiytical system

The plexiglass plate is lifted abount 15 centimetres over the mirror and result

of the reaction is valued by judging the size of sediment which we see in the mirror
from below.

Abb. 4. Beurteilung des Ergebnisses der Reaistion 2 Stunden nach Zugabe des hi-
molytischen Systems
Die Platte aus Plexiglas ist etwa 15 em Uber das Spiegel gehoben und Ergebnis
der Reaktion ist durch Beurteilung der Grofle des Sediments, daB3l wir im Spiegel von
unten sehen, gewertet.
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Priklad vyhodnoceni:

Dulek 1 A — reakce hodnocena na + ++ +
Dulek 2 A — reakce hodnocena na + + +
Dulek 4 A — reakce hodnocena na + +
Dllek 4 F — reakce hodnocena na +
Dulek 4 E — reakce hodnocena negativné

[Ipumep onpenejieHns pe3yJbTaTOB PEAKIMM:

Yrayoneane 1 A — peariuma obosmauaerca + + + -+

Yraybnenne 2 A — peaxumsa 0b603Ha4aeTcs + + +
Yraybnenune 4 A — peaknuusa obo3zpayaercAa + +
Yraybaenne 4 I — peakuma obo3zmayaercsa +
Yraybanenne 4 E — peakumMA CUMTAETCH OTPHULIATEJILHOMI

Example of evaluation:

Pit 1 A — the reaction valued on +++ -+
Pit 2 A — the reaction valued on ++ +
Pit 4 A — the reaction valued on ++

Pit 4 F — the reaction valued on -+

Pit 4 E — the reaction valued on negatively

Beispiel der Auswertung

Griibchen

1 A — Reaktion gewertet auf + + +
Griibchen 2 A — Realtion gewertet auf ++ +
Griibchen 4 A — Reaktion gewertet auf + +

Griibchen 4 I' — Reaktion gewertet auf +
Griibchen 4 E — Reaktion gewertet auf negativ

ZacviCeni na spravné vyhodnoceni reakce, at uz podle stupné haemolysy
¢i podle sedimentu ¢ervenych krvinek, neni nikterak tézké, nebof hodnoceni
stupné zabrany haemolysy za pomoci podkladi (Srafovaného papiru a zrcadla)
je velmi usnadnéno proti béznému hodnoceni vazby provadéné ve zkumavkach.

Hodnoceni je dile mnohem rychlejsi nez hodnoceni vazby provadéné ve
zkumavkach, nebof odpada brani jednotlivych zkumavek do ruky a jejich pro-
tfepavani.

Spolehlivost a jednoznaé¢nost kapkové vazby komplementu se zkumavko-
vou vazbou jsme si ovéfili tim, ze ¢ast pokusnych vySetfeni jsme provadéli sou-
¢asné s béiné provadénou vazbou ve zkumavkach plnénych v mnozstvi 0,2 ml
jednotlivych ingredientt, ¢ili v celkovém mnozstvi 1 ml. Vysledky obou vazeb
byly shodné, aviak u kapkové vazby komplementu, jak uz bylo dfive feéeno,
se nevyskytovaly chyby, které u zkumavkové vazby byly zavinény nepfesnym
plnénim, coz pfi plnéni vétiiho mnozstvi zkumavek je pochopitelné.

Novou modifikaci kapkové vazby komplementu jsme vyzkouseli pfi pro-
vadéni laboratornich pokusi u toxoplasmosy a leptospirosy. Tyto pokusy byly
niro¢né na vysetreni velkého mnozstvi vzorkd vazbou komplementu. Zvlasté
pii leptospirose nam tato metoda umoznila obsahld podrobna kiizova vySetfeni
s mnoha leptospirosnimi antigeny a hyperimunnimi sery, coz pfi provadéni nor-
malni zkumavkové vazby komplementu by bylo technicky tézko proveditelné,
jelikoz bylo narocné jak casové, tak i personalné, jakoz i velkou spotfebou jed-
notlivych slozek vazby komplementu.

Vysledky téchto provadénych pokusii budou uvefejnény pozdéji.
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Obraz 5. Posuzovani vysledku reakce za 2 hodiny po pridani haemolytického systému
Podklad desky z plexiskla tvori zrcadlo a vysledek reakce je hodnocen podle
velikosti sedimentu ¢ervenych krvinek a podle barvy tekutiny. Deska je polozena
primo na zrcadlo.

Puc. 5. Onpejenenne pe3ysbTaTOB peakiyy 4depe3 2 yaca 10ocje BBEJAEHMSA IeMOJMUTHU-
YECKOJ CUCTEMBI
ITox nmaacTMHKOM M3 [INIEKCHIVIACA ITOMELLAeTCH 3CPKAJ0 M PE3YJbTAaT Peakluuy orpe-
Jdesgercd B 3aBUCUMoCcT OT pasmepon oceJlaHnuA KpaCHbIX KPOBAHbIX TEJCI M 110 lLBCTy
xuaKocTH. IlacTiHKa IOMELIeHA NPsAMO Ha 3CpKaIo

I11. 5. Judging the result of the reaction 2 hours after adding of the haemolytical system
As a base for the plexiglass sheet serves a mirror and the result of the reaction
is being valued according to the size of sediment and to the colour of the liquid. The
sheet is laid directly on the mirror.

Ab. 5. Beurteilung des Ergebnisses der Reaktion 2 Stunden nach Zugahe des hamo-
lytischen Systems
Die Unterlage der Platte aus Plexiglas bildet ein Siegel und das Ergebnis der
Reaktion wird nach GroBle des Sedimentes der roten Blutkorperchen und nach der
Farbe der Fliissigkeit beurteilt. Die Platte ist direkt auf das Spiegel gelegt.
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Priklad vyhodnoceni:
Radka 1:

Dualek A, B, C, D, F, G, H, L, — tekutina nezbarvena, velky sediment ¢ervenych
krvinek, uplna zabrana haemolysy — vysledek hodnocen na -+ -+-+.

Dulek E, I — tekutina lakové Cervené zbarvena, zadny sediment ¢ervenych krvi-
nek, uplna haemolysa — vysledek reakce hodnocen negativneé.

Dulek J — tekutina zbarvena ¢tasteéné uvolnénym barvivem krevnim, poloviéni
sediment ¢ervenych krvinek — vysledek reakce hodnocen na -+ 4.

Dualek K — dolni radius dalku $patné vylestén a stopy po vrtani zapri¢inuji ne-
rovnomérnou sedimentaci ¢ervenych krvinek, takze sediment nelze dobie hodnotiti.
Tento priklad vybran zamérné, aby bylo zdtraznéno, ze pri zhotovovani dulkt musi
byti dbino na bezvadné vylesténi dolniho radia a boka dulku.

Vysledek reakce na + -4+ hodnctime, jestlize tekutina je slabé ¢ervené zbar-
vena a sediment ¢ervenych krvinek je ponékud mensi nez pri uplné zabrané — na
obrazku na pr. dilek 2 B.

IIpumep onpeaesIeHUA pPe3yJbIaToB:

Pay 1:

Yrayoneuna A, B, C, D, F, G, H, L KUJKOCTh GecuseTHad, Goublnoe ocepaHue
KpacHbIX KPOBANBLIX TEJIEL, NOJHOE OTCYTCTBME TeMoJaM3a — pesyspraT 0D0o3HaudaeT-
ca + + + 4

Yrayoaenis E| 1 —- 5KMAKOCThL JAKOBOro KPACHOTO 1[BETA, HE NPOU3OLILIIO OceaHmne
KPACHBLIX KPOBSIILIX TEJCH, HACTY M [I0JHbBI FEMOIN3 — pPe3yNbTaT peaKlMy C4UTaeT-
CST OTPULIATCIBHBLIM

Yrayoaenie J - RIJIKOCTL OKpaUIeHa 4acTiyHo B KPOBAHONM L[BET, 0Ce/aHMne Kpac-
HBIX KPOBAHKLIX TCACIT [POM3OLIJIO HAMOJOBUHY -— PE3yJbTaT peakuum obo3Havaer-
ca + +

Yrayomenne K -— HMzKHMIT pajgnyc yriayoucHus (IWIOXO OTILAMMOBAH M Cjelbl

I0CJI€ CBCPJICHMA ABIAIOTCA NPMUMHON HCPABHOMCPHOrO OCeJaHusd KPACHLIX KPOBAHLIX
TEJICL|, TAKMM 00pa30M oCceJaHue HEOAb3A [PABMILHO ONpeAesINTb. ABTOP TIPUMBOJAUT STOT
MpUMep crenyaianbHo 04 Toro, YTOObLI NOJAYEPKHYTL TO OOCTOATENBCTBO, YTO NPU W3-
TOTOBJIEHMH [IIACTHHOK HEODXO0AMMO CJCAMTHL 3a TUIATEJIbHON HINIMGOBKON HUIKHETO
pajamyca 1 H0KOB yrayOJaeHns.

Pesynbrar peakipm oboznavaerca -+ + 4, B TOM ClIydae eCaM JKUAKOCTHL OKpa-
HreHa B <nabblii KpacHbIT IBET M OCeaanye KpaciblX KPOBAHBLIX Tellel] MPOUCXOAUT B
HECKOJbKO MCHLILICI CTCIICHM, HCHKEJIM NPy I[10JHOM OTCYTCTBUM — Hanpumep, Ha pu-
CyHKe 2 B. '

Example of evaluation:
Row 1:

pit A, B, C, D, F. G, H, L. — the liquid uncoloured, a large sediment of red blood-
corpuscles, a complete inhibition of haemolysis — the result valued on ++++.

pit E, I — the liquid red-lacquer coloured, no sediment of red blood-corpuscles,
a complete haemolysis — results of the reaction valued negatively.

pit T — the liquid coloured by a partially-freed blood-pigment, half-sediment of
red blood-corpuscles -— result of the reaction valued on -+

pit K — the lower radius of the pit badly polished and the traces after drilling
cause an irregular sedimentation of red blood-corpuscles so that it is difficult to value
the sediment reliably. This example has been chosen purposefully in order to empha-
size that in making the pits a meticulous care must be applied to attain the faultless
polishing of the lower radius and of sides of the pits.

We value the result of the reaction + + -+ when the liquid is slightly rosy-red
coloured and when the sediment of red blood-corpuscles is somewhat lesser than at
the complete inhibition — on picture for instance the pit 2 B.
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Beispiel der Auswertung
Reihe 1:

Gribchen A, B, C, D, F, G, H, L. — Flussigkeit ungefiarbt, grofies Sediment der
roten Blutkorperchen, vollstiandige Hemmung der Hihmolyse — Ergebnis auf + ++ +
gewertet.

Grubchen E, I — Flissigkeit lackrot geforbt, kein Sediment der roten Blutkor-
perchen, vollstdandige Hamolyse — Ergebnis der Reaktion negativ bewertet.
Gribchen J — Flussigkeit mit teilweise frei gewordenem Blutfarbstoff gefirbt,

Halbsediment der roten Blutkorperchen — Ergebnis der Reaktion auf ++ gewertet.

Griibchen K — der untere Radius des Gribchens schlecht poliert und die Spuren
nach Bohren verursachen eine ungleichmiallige Sedimentation der roten Blutkérper-
chen, sodal das Sediment nicht gut gewertet werden kann. Dieses Beispiel wurde
absichtlich gewiahlt, um zu zeigen. dali bei Herstelluny der Griibchen auf ein tadelloses
Auspolieren des unteren Radius und der Griibchenseiten geachtet werden muf.

Ergebnis der Reaktion wird auf + -+ + gewertet wenn die Flissigkeit schwach
rot gefirbt ist und wenn das Sediment der roten Blutkorperchen ein wenig kleiner
ist als bei vollstandiger Hemmung — auf der Abbildung zum Beispiel das Griibchen
2 B.

Kapkova vazba komplementu zjednodusuje provadéni vazby komplementu
a umoznuje mnohem rychlejsi provadeni reakce, coz zejména pri nutnosti vy-
Setfeni velkého mnozstvi vzorka zvysuje vyznam této modifikace. Umoziiuje
vySetteni i v pripadech, kdy je k disposici velmi malé mnozstvi materialu a za-
roven Setfi i pouzité ingredienty, zejména komplement a antigen, jehoz priprava
je v nékterych pfipadech obtiznd a nikladnd, zejména u virovych antigena.

Pri provadeéni kapkové vazby komplementu je také vyhodou to, ze nepotie-
bujeme tak velkého prostoru jako kdyz pouzivame zkumavky ve stojancich a ma-
me pritom neustile prehled po celé vazbe.

Odpada pracné umyvani malych zkumavek, které klade velké pozadavky
na umyvarnu skla. Myti desek z plexiskla je velmi jednoduché, nebot deska
se vymyje prudkym proudem tekouci vody, pak se ponoti do redéné kyseliny
na 1 hodinu. Po vyjmuti z kyseliny se opét oplachne pod tekouci vodou, nacez
se nékolikrate proplachne v destilované vodé. Po vyjmuti z destilované vody se
deska otfepe a da se ususit do thermostatu nebo susarny pri 60" C. Zvlastni
vytirdni dalkd neni potfeba.

Souhrn

Bylo pojedndno v kratkosti o vyznamu reakce vazby komplementu pti se-
rologické diagnostice infekénich chorob a poukdzano na nékteré vyhody a ne-
vyhody této reakce. Vzhledem k uspésnému pouziti kapkové vazby komplementu
podle Fultona a Dumbella na cizich pracovistich byla na nasem pracovisti pro-
pracovana tato metoda v nové modifikaci jak v provadeni, tak i vyhodnocovani
vysledku reakce.

Pri provadeéni nasi modifikace kapkové vazby komplementu podle Fultona
a Dumbella jsme pouzili desek z plexiskla s vyvrtanymi dilky, do nichz jsou
jednotlivé ingredienty plnény. Tato modifikace prinasi nékieré vyhody proti
puvodni metodé. K plnéni ingredienti jsme pouzili 1 a 2 ml pipet, které byly
napfed vyzkouSeny a sefazeny tak, abychom pii plnéni jedné vazby pouzivali
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pipet, které uvolnuji kapky o steiném obsahu. Zjistili jsme, Ze plnéni po kap-
kach je velmi presné, mnohem presnéjsi nez plnéni po 0,2 ml pfi bézném pro-
vadéni vazby komplementu ve zkumavkach.

Upravou destiek s dilky jsme dosahli toho, Ze jsme nemuseli pouzivat
zvlaStnich ro$td, na néz jsou naplnéné desky vkladany, rovnéz tak odpadlo
pouzivani vzduchotésné uzavienych plechovych obali pro rosty. Desky po na-
plnéni jsou ptikryty sklem. V pfipadé pouziti vétsiho poétu desek lze desky
skladat na sebe a teprve horni deska je prikryta sklem. Predpoklada to oviem
zaruCené rovné plexisklo. Tim je dostate¢né zamezeno nadmérnému vypafovani
tekutiny. Mirné odpateni neni na zavadu reakce.

Vazbu komplementu jsme provadéli metodou dlouhodobého spojovani za
chladu. Druhou fazi reakce po naplnéni haemolytického systému jsme provadéli
v thermostatu pti 37° C po dobu 2 hodin.

Odecitani reakce jsme provadéli jednak za 45 minut po naplnéni haemoly-
tického systému posuzovinim vysledku reakce podle stupné haemolysy, podle
zbarveni a pruhlednosti tekutiny. Podklad tvofi bily papir s ¢ernym $rafovanim.

Druhé posouzeni reakce jsme provadéli za 2 hodiny po naplnéni haemoly-
tického systému, kdy je vysledek reakce posuzovan podle velikosti sedimentu
cervenych krvinek a zbarveni tekutiny. Podklad desky tvofti zrcadlo.

Vysledek reakce je velmi snadno a rychle odecitatelny. U positivni reakce
ani po delsi dobé nedochazi k lysi ¢ervenych krvinek. Nutno viak upozornit
na to, ze v nékterych pripadech pfi prvnim posuzovani muize byt reakce posi-
tivni na 3 kiizky, kdezto pfi druhém posuzovini za 2 hodiny dochazi pak k lysi
krvinek. Po dodatetném druhém vySetieni doty¢nych ser jsme zjistili, ze $lo
o negativni sera, u nichz p¥i prvnim vy3etfeni doslo z nim neznamych divodi
k opozdéné lyse ¢ervenych krvinek. Ma tedy hodnoceni reakce po 2 hodinach
sviij vyznam za téelem vylouceni chybného vysledku reakce, zavinéného opozdé-
nou lysi ¢ervenych krvinek.

Jednotlivé stupné haemolysy jsou od sebe ostie oddéleny, zvlasté pak lze
dobfe hodnotit reakci na 2 ktizky a 3 kfizky, coz méa velky vyznam pii konec-
ném posuzovani positivnosti sera.

. Velkou vyhodou pti posuzovani je ta okolnost, Ze mame neustile ptehled
po celé vazbé i s kontrolami, coz umoziiuje presné odecteni reakce zvlasté u ser,
u nichz se setkdvame s ¢asteénym antikomplementiarnim Gc¢inkem.

Desky z plexiskla jsou velmi snadno a rychle ¢istitelné, takze odpada prac-
né a Casové pro umyvarnu skla naroéné myti malych zkumavek.

Provadéni kapkové vazby komplementu je nepomérné rychlejsi nez pro-
vadéni normalni vazby komplementu ve zkumavkach, coz umoziiuje vySetteni
mnohem vétsiho poctu vzorki.

Z vyhod, které uvadéji rovnéz zahrani¢ni autofi, uvadim:

1. moznost fadného vySetfeni i v pfipadech omezeného mnozstvi vySetfo-
vaného materialu (sera, antigenu),

2. rychld, jednoduchéd a spolehliva technika,

3. neustily prehled po celé reakci s moznosti soucasné kontroly s kontrol-
nimi testy,

4. presné posouzeni velkého mnozstvi zkousek.

Musime zdtraznit zvlasté dilezitou a cennou skutecnost, Zze nova modifi-
kace kapkové vazby komplementu v disledku pfesnéj§iho plnéni ingredienti
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a tim omezeni chyb pfi plnéni, diva presnéjsi vysledky nez zkumavkova vazba
komplementu, coz jsme si ovérili pri soucasném kontrolnim vysetteni metodou
zkumavkovou a kapkovou.

Nemalou vyhodou pfi nasi modifikaci je i jednoduchost a hlavné spolehli-
vost pfesného odecteni reakce za pomoci podkladi.

Shrneme-li viechny vyhody této modifikace, 1ze predpoklddat, ze prispéje
k 3irsimu pouziti vazby komplementu jak pri bézné diagnostice, tak i ve vyzku-
mu, nebot odstranuje urcité technické nevyhody dosavadniho zptisobu provadéni
zkumavkové vazbv komplementu, které jsou velkou casovou ztratou.

Doporucujeme proto providéni této modifikace, nebot jsme nezjistili zadné
tchylky od vysledkia zkumavkové vazby komplementu. Proti puvodni metodé
kapkové vazby komplementu podle Fuliona a Dumbella ma nage modifikace své
urcité vyhody jak v provadéni, tak i ve vyhodnocovani a mimo jiné je i méné
narofna na ruzné dopliujici poticby k vazbé, jako rosty, vzduchotésné obaly
a mensi rozméry desek z plexiskla.

Souhrn

Je popsana nova modifikace kapkové vazby komplementu, provadéna na
deskach z plexiskla s vyhloubenymi dulky.

Mala spotieba jednotlivych ingredienti umozinuje vySetfeni i v ptripadech,
kdy je k disposici velmi malé mnozstvi materialu.

Proti normalni zkumavkové vazbé komplementu odpadéa potreba zkumavek,
stojankit a pracné myti skla, proti pivodni metodé podle Fultona a Dumbella
odpada potieba rosta a obali.

Nezjistili jsme odchylnych vysledkit proti normdlni bézné provadéné zku-
mavkové vazbé komplementu. U nové modifikace jsme naopak zjistili presnéjsi
vysledky. Jednotlivé stupné haemolysy jsou od sebe ostie oddéleny, coz umoz-
nuje presné vyhodnoceni reakce.

Plnéni ingredientd po kapkach je presné, coz zarucuje spolehlivost vysled-
ki reakce a vyluéuje chyby zavinéné nepfesnym plnénim.

Nova modifikace kapkové vazby komplementu poskytuje rychlou, jednodu-
chou a spolehlivou techniku.
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HoBaa moaudukania peaknuy KaneJdsHoro CBA3LIBAHUA KOMIIIEMEHTAa

ABTOP ONMUChIBaeT HOBYIO MOAUMDUKALMIO KaleJbHOW peakuUM CBA3bIBAHUA KOM-
TJIEMEHTA, KOTOPas TIPOM3BOAMTCH Ha IJIACTMHEKAX M3 IIJEKCUIJIaca C YIayOJeHusaMu.

He6onb110i pacxoj OTAENbLHBIX MHIDEJMEHTOB IIPEeAOCTaBJAET BO3MOKHOCTb IIPO-
M3BOJMUTL II0CTAHOBKY PE€AKLMM TAaKIKE M B TeX CJy4YasaX, KOrja B pPacIOPAMKEHUKU
MMEETCA B€ChbMa He3HAYMTEJIbHOe KOJNMYeCTBO MaTepMaJa.

ITo cpaBHEHMIO C HOPMAJBHOM peakuMeil CBA3LIBAHMA KOMILIEMEHTa B Ipobupke
oTnazaerT HeoOX0AMMOCTb MMETh JJIA 9TOI Ledu NpoOMPKM, ITIOCTABKU M TaKKe TPYJI0-
€MKOe BbIMBIBAHME CTEKJIA, 4 I10 CPABHEHUIO C IIePBOHAYAJBHBIM METOAOM 1o Dyib-
ToHY M JymOennio oTmajaloT pelIeTKM M YIIAaKOBKA.

ITo cpaBHEHMIO C HOPMaJbHOM OOBLIYHON peakiMell CBA3bIBAHUA KOMIIJIEMEHTa B
npobupke 1pu HOBOI MoaAubMKaIMKU HEe ObLIM YCTAHOBJIEHBI OTKJIOHEHUA B IOJYYEHHBIX
pe3yabrarax. Haobopor, npu xHoBoit Moanduraimy ObIIY yCTAaHOBJIEHbI 60Jiee TOYHBIE
pe3ysbTaThl. OTAENbHBIC CTCIICHU IeMOJMu3a OTJAMYAITCA PEe3KO OAHa OT ApYyToi, 4To
NpeAoCTaBiAeT BO3MOXKHOCTDL NPOM3BOAUTE TOYHYIO OUEHKY DeaKIIMi.

HanosHenue MHIPeAMEHTOB IPOM3BOAMTCA I10 KAIIAM ¢ §0JbLION TOYHOCTHIO, YTO
obecnieunBaer Haubosee HAAEXKHbIC PE3YJLTATbl PECAKIMMU M MCKJIIOYAET BO3MOIKHOCThL
o1uMOOK, BO3HMKAKILMX BCJIEACTBME HETOYHOIO HAIOJHEHMA.

Hoeasa MoamduRanmsa KamneJbHONH peakLyy CBA3LIBAHMA KOMITIeMeHTa obecrieum-
BaeT ObICTPOTY, NPOCTOTY U HAACIKHOCTH TEXHUKH.

A New Modification of Drop Complement Fixation' Text

A new modification of drop complement fixation test carried out on sheets from
plexiglas with engraved pits was described.

A small use of ingredients enables the investigation even in those cases when
a very small amount of material is on hand.

Using this modification no tubes, stands and laborious washing of glass are
necessary. In the contrary to the original method of Fulton and Dumbell there is no
need of racks and boxes.

‘We have not found results which would differ from those obtained by normal
usually carried-out tube complement fixation test. On the contrary, the results were
more exact. The degrees of haemolysis were very sharply separated which enables
an exact reading of reaction.

The precise filling of ingredients enables the reliability of the reaction results
and excludes the faults due to the wrong filling.

A new modification of drop complement fixation test presents a rapid, simple
and reliable technic.

Eine neue Modifikation der Komplementbindungsreaktion mit der Tropfenmethode

Es wird eine neue Modifikation der Komplementbindungsreaktion mit der Trop-
fenmethode beschrieben, die in Bohrvertiefungen einer durchsichtigen Plexiglasplatte
durchgefiihrt wird.

Diese Methode gestattet die Untersuchung auch wenn nur geringe Mengen der
einzelnen Ingredienten zur Verfligung stehen.

Gegen normale Komplementbindungsreaktion, die in Eprouvetten durchgefiihrt
wird, fidllt die Notwendigkeit der Beniitzung der Gestelle, Eprouvetten und ihr
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Waschen ab. Gegen die urspriingliche Methode nach Fulton und Dumbell sind Ge-
stellen und Metalbehilter micht notwendig.

Wir haben keine Abweichungen in Ergebnissen gegen normale Komplement-
bindungsreaktion, die in Eprouvetten durchgefithrt wird, festgestellt. Im Gegenteil
mit der neuen Modifikation sind gcenauere Ergebnisse moglich, weil der Grad der
Himolyse scharf abgegrenzt ist, was cine genauere Untersuchung ermoglicht.

Die punktlich durchgefiihrte tropfenweise Flllung der Ingredienten garantiert
flir die Verld@lichkeit der Ergebnisse und scheidet die Fehler, welche durch man-
gelhafte Fillung verursacht sind, aus.

Die neue Modifikation der Komplementbindungsreaktion mit der Tropfentech-
nik ist eine schnelle, einfache und verldliliche Methode.

Podepsano k tisku 11. dubna 1957



1. Gliové lozisko
v bilé hmoté michy
selete. Barv. podle
Van Giesona. Slabé
zvétseni

2. Gliové lozisko z obr.
¢. 1 pri silném zveét-
Seni




3. Gliovy uzlicek v bilé hmoté michy se- 4. Rozpad myelinovych pochev v misteé
iete. Barv. podle Van Giesona glioveého uzlicku z obr. ¢. 3. Barv. podle

Spielmeyera

5. Poskozeni a rozpad axonu v miste glio- 6. Difusni zmnozeni glie na pokraji Sedé
vého uzlicku z obrazu ¢. 3. Barv. podle hmoty misSnich roht. Barv. podle Van
Bielschowského Giesona



T Zmnozeni bunék adventitie cévy a hromadéni gliovych bunék podél ni v Sedé hmoté
hemisfér. 21 dni staré sele. Silné zvétseni. HE
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fa. Vypadavani vapenatych soli v silné
rozsirené kapilare v hemisfére 21 dni sta-
rého selete. HE

8b. Uplné kalcifikované cévy v hemisfére
21 dni starého selete



9. Difusni rozpad mye-
linovych pochev v bi-
1¢ hmoté michy selete
v tésné blizkosti Sedé
michy. K reakci glie
v téchto mistech jesté
nedos§lo. Silné zvét-
Seni. Barv. podle
Spielmeyera

10. Poskozeni a roz-
pad axonu v mistech
jako u obr. ¢. 9. Silné
zvétseni. Barv. podle
Bielchowského
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CSAZV

TR

Socialisticka véda pomah4a socialistické praxi

’

Z ptripravovanych knih Ceskoslovenské akademie zemédélskych véd
pro rok 1957

Pod titulem »Védecké prace” jsou pro rok 1957 pripraveny k publi-
kovani rocenky sedmi Vyzkumnych dstavii CSAZV:

Védecké prdace Vizkumného tstavu rostlinné vijroby v Ruzyni
Védecké prace Vyzkumného ustavu pro Zivocisnou vyrobu
v Uhrinévsi

Védecké prace Viyzkumného tustavu pro mechanisaci a elektrifikaci
zemédélstvi v Praze-Repich

Védecké prace Vyzkumného ustavu zemédélské ekonomiky v Praze
Védecké prace Vyzkumného tstavu krmivdiského v Brné

Védecké prace Vizkumného tstavu zemédélsko-lesnickijch melioraci
v Praze ;

Védecké prace Viyzkumného ustavu lesa a myslivosti na Zbraslavi

V uvodu jednotlivych publikaci bude kapitola o historii, organisaci
a Cinnosti ustavu i zavadéni vysledki vyzkumnych praci do praxe.
Publikace bude obsahovat vybrané prace védeckych pracovniki dsta-
vi, kteti takto predavaji vysledky svych vyzkumui zemédélské a les-
‘ nické verejnosti.
ProtoZe uvedené publikace vychazeji v omezenych nédkladech, do-
porucujeme zajemcim, aby si je co nejdfive u nds objednali.
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administrace casopisu
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Vytiskla Mlada fronta, n. p., Praha II, Legerova 2_2.
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