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Vliv chlortetracyklinu na ¢innost a-amylasy produkéniho kmene
Actinomyces aureofaciens

JOSEF ROKOS, MIKULAS BURGER a PAVEL PROCHAZKA
Mikrobiologické odd&leni, Biologicky ustav, Ceskoslovenské akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Méalek

Dodlo 23. 10. 1956

V predeslé praci jsme zjistili inhibiéni vliv chlortetracyklinu na a-amylésu plisng
Aspergillus oryzae (Burger, Rokos a Prochézka 1956). Vypracovali jsme jednoduchou
metodu, kterou je moZno tuto inhibici odstranit. a méfit aktudlni koncentraci
a-amyldsy v substratu, kde je pfitomen chlortetracyklin.

V této praci jsme studovali, zda inhibi¢ni udinek chlortetracyklinu na &innost
a-amylasy se projevuje také u a-amylasy z jinych biologickych zdroju, pfi éem? jsme
se soustfedili ptedeviim na to, zda dochazi k inhibici a-amylisy produkéniho kmene
Actinomyces aureofaciens pti fermentadni piipravé chlortetracyklinu. Proto jsme
sledovali prub&h aktivity a-amylidsy b&hem kultivace kmene produkujiciho chlor-
tetracyklin a stupeil inhibice aktivity a-amyldsy timto antibiotikem. Déle jsme
studovali vliv chlortetracyklinu na. aktivitu pankreatické a-amylésy.

Materidl a metody

Analytické metody. Analytické metody byly popsiny v pfedelé praci (Burger, Rokos a Prochazka
1956). Jedna jednotka pankreatické «-amylasy odpovidé takovému mnoZstvi enzymu v 1 ml roztoku,
které zdextrinuje 1 g skrobu za jednu hodinu. U x-amylésy produkéniho kmene je jedna jednotka 1000 x
men3f, protoze je vztahovéna na 1 mg zdextrinovaného #krobu. Aktivita je vztahovéna na 1 ml puvod-
niho roztoku enzymatického preparatu. U Actinomyces aureofaciens je to 1 ml filtrdtu kultivaéni tekutiny
a u pankreatické o - amylésy je to 1 ml zékladniho roztoku enzymu, ziskaného pfetisténim pankreatického
extraktu.

Pracovni postup. Pankreatickou x-amylédsu jsme pfipravili podle Meyera, Fischera a Bernfelda (1947)
do druhého stupné predisténi. Inkubaéni roztoky pankreatické x-amylasy byly reguloviny fosfatovym
pufrem o koneéné koncentraci 7,5 . 10~ 2 M a obsahovaly 0,1 9%, NaCl; pH roztoku bylo udrzovéno pti 6,5.

Kultivaéni podminky produkéniho kmene A. aureofaciens jsme popsali dtive (Rokos, Ridica a Pro-
chézka 1955). Roztok x-amylésy z A. aureofaciens jsme ziskali odfiltrovanim kultury. Inkuba&ni smési
obsahovaly fosfatovy pufr o koneéné koncentraci 2,5 . 10— M.

Ve viech pokusech jsme konstantnd udrzovali pH 6,0. Mnoistvi poutitych enzymi v inkubaénich
smésich jsme volili tak, aby dextrinace 8krobu prob&hla asi za 60 minut. Jinak se pracovni postup nelisil
od uvedeného v piedeslé praci (Burger, Rokos a Prochézka 1956).

Vysledky
Vliv chlortetracyklinu na pankreatickou a-amylasu

Chlortetracyklin brzdi &innost pankreatické a-amyldsy obdobné jako &innost
a-amylésy plisné Aspergillus oryzae. Obrazek 1 ukazuje prib&h svételné propustnosti
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jodoskrobového komplexu pii hydrolyse 8krobu a-amylasou z pankreatu za ptitom-
nosti a nepfitomnosti chlortetracyklinu. Aktivita pankreatické a-amylasy za nepti-
tomnosti chlortetracyklinu byla 222 jednotek. Za piitomnosti 1000 ug chlortetra-
cyklinu v 1 ml roztoku byla 60 jednotek.

1001 1001

1 ! 1 1

60 0 30 60

]
0 30

Obr. 1. Vliv koncentraci chlortetracyklinu na  Obr. 2. Vliv citrdtu na inhibici pankreatické
inhibici pankreatické x-amylasy. Osa x: ¢asvmin., «-amyldsy chlortetracyklinem. Osa z: ¢as v min.,
osa y: propustnost v %,; I - kontrola, IT - 600 ug, osa y: propustnost v 9. Konefnd koncentrace
IIT - 800 ug, IV - 1000 ug chlortetracyklinu Na-citrétu 2 . 10-2M; I — kontrola, IT — 1000 ug

v 1 ml chlortetracyklinu a Na-citrat, III — 1000 ug chlor-

tetracyklinu v 1 ml.

V piedeslé praci jsme dokazali, Ze je moZno odstranit citritem a jinymi anionty
organickych kyselin inhibici vyvolanou chlortetracyklinem. Zkougeli jsme i u tohoto
amylolytického systému, zda citrat bude mit stejny vliv. Obrazek 2 ukazuje, ze p¥i-
tomnost citratu ve stejné koncentraci, jaké jsme pouzili v prvni préci, odstranuje
inhibi¢ni téinek chlortetracyklinu. Inhibi¢ni Géinek chlortetracyklinu na pakrea-
tickou a-amylasu se tedy projevuje stejné jako na a-amylisu z Aspergillus oryzae.

Vliv chlortetracyklinu na aktivitu a-amylasy produkéniho kmene
Actinomyces aureofaciens

Z praci nékolika autorti (Bois a Savary 1945, Waksman 1950) je znamo, ze fada
aktinomycet produkuje a-amylasu. Simpson a Mc Coy (1953) studovali u p&ti druhd
aktinomycet produkei a-amylasy. Tito autofi zjistili, Ze 8krob v substratu je hydro-
lysovan pouze a-amylasou, pfi éemZ maltdsa nebyla piitomna. U produkéniho kmene
Actinomyces aureofaciens vsak nebyla produkce a-amyldsy sledovdna. U tohoto
kmene jsme rovnéz zjistili pfitomnost a-amyldsy v substratu, nezjistili jsme vSak
maltasu. Nage predchazejici pokusy ukdzaly, Ze v tomto pfipadé je nutno poditat
s inhibici a-amylasy chlortetracyklinem. Proto diive, neZ jsme sledovali pribéh
aktivity a-amylasy béhem kultivace A. aureofaciens, zjistovali jsme, jak ovliviiuje
aktivitu dalsi piidavek chlortetracyklinu do roztoku a dale, zda pfipadnou inhibici
lze odstranit kyselinou citronovou.
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K filtratu fermentadni tekutiny ze 72. hodiny kultivace jsme piidali 1000 ug
chlortetracyklinu na 1 ml kone¥ného objemu substritu a zjisfovali jsme stupen
inhibice. V soub&Zném pokuse jsme navic pridali kyselinu citronovou. Obrazek 3
ukazuje, Ze chlortetracyklin pfi stejné koncentraci inhiboval mnohem méné a-amy-
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Obr. 3. Vliv chlortetracyklinu na &éinnost x-amy-
lasy Actinomyces aureofaciens a vliv citrdtu na
inhibici této x-amylasy chlortetracyklinem. Osa x:
¢as v min., osa y: propustnost v. 9%. Konelné
koncentrace Na-citrdtu 2.10~2M; I — kontrola,
II — 1000 ug chlortetracyklinu a Na-citrit,
IIT — 1000 ug chlortetracyklinu na 1 ml.

Obr. 4. Prubsh aktivity «-amylédsy Actinomyces
aureofaciens a inhibice chlortetracyklinem b8hem
kultivace. Osa z: dny fermentace, aktivita & inhi-
bice stanovena ve 24hod. intervalech, osa y,: jed-
notky o-amyldsové aktivity, osa yg: inhibice
«-amyldsy chlortetracyklinem v 9, snizeni aktivi-
ty vzhledem ke kontrole; nahofe — prubé&h aktivi-
ty a-amyldsy, dole — prib&h miry inhibice a-amy-
lasy Actinomyces aureofaciens béhem kultivace.

lésu produkéntho kmene A. aureofaciens, neZ tomu bylo u a-amylisy A. oryzac
a pankreatické. Chlortetracyklin snizoval v tomto ptipad¢ aktivitu pouze o 26 %.
Také piidavek kyseliny citronové mél jen nepatrny vliv.

Tab. 1. Prabsh aktivity «-amyldsy Actinomyces aureofaciens bdhem fermentace, inhibice x-amylésy
chlortetracyklinem a odstranéni inhibice x-amylésy kyselinou citronovou.

i i
Hodina Produkee Pridavky ‘ ‘
chlortetracyklinu 0 . chlortetracyklin
fermentace chlortetracyklin
vV g kontrola . .
kyselina citronovéa

24 — 16,6 13,2 13,1 \
48 1210 12,7 9,7 9,7
72 1430 15,8 11,6 13,1
96 1030 19,5 13,9 16,0
120 — 22,1 16,4 17,3

Kone#nd koncentrace pfidaného chlortetracyklinu 2.10—* M, koneénd koncentrace citrdtu sodného
2.10—2 M. Vyjadieno v x-amylolytickych jednotkdch.
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Tyto vysledky dokazuji, Ze a-amyldsa kmene A. aureofaciens pti produkei chlor-
tetracyklinu se podstatné lisi od a-amylasy plisiové a pankreatické vzhledem
k inhibici chlortetracyklinem.

Prubéh aktivity a-amylasy produkéniho kmene A. aureofaciens pii hloubkové
fermentaci chlortetracyklinu na tfepacim stroji je uveden na obrazku 4 a v tabulce 1.
Obrazek 4 ukazuje, ze ptidavek 1000 ug chlortetracyklinu k filtratu kultury sniZoval
aktivitu v praméru o 25 9%,

Diskuse

Je znamo (Waksman 1950), ze pii kultivaci aktinomycet na Skrobnatém substraté
se hromadi v mediu a-amyldsa. Blize studovali druh amylolytickych fermenti
u nékolika aktinomycet Simpson a Mc Coy (1953). Zjistili, Ze tyto kmeny produkovaly
typickou a-amylasu, nikoliv v8ak maltasu. U produkéniho kmene Actinomyces aureo-
faciens jsme v substraté zjistili rovnéz samotnou a-amylasu bez maltasy. Pribéh
aktivity tohoto enzymu béhem fermentace chlortetracyklinu uvadime v experimen-
talni ¢asti prace.

Na rozdil od studia amylas neprodukénich kment vznikla u produkéniho kmene
otazka, zda v substraté nahromadény chlortetracyklin neovlivni aktivitu a-amylasy.
Tato moznost se zdala byt pravdépodobnd, uvazime-li, Ze na a-amyldsu z jinych
zdroji, jako z plisné A. oryzae a pankreatickou, projevoval chlortetracyklin inhibi¢ni
vliv v koncentracich od 400 ug v 1ml vysSe. Metodou odstranéni inhibice (ky-
selinami, dialysou) jsme zjistili, Ze chlortetracyklin ma p¥i velmi vysokych koncen-
tracich (1400 yg/ml) jen velmi maly vliv na aktivitu a-amylasy produkéniho kmene.

Je tedy a-amylasa produkéniho kmene zcela odlina od a-amylas plisné A. oryzae
a pankreatické ve vztahu k chlortetracyklinu. Tato okolnost je zajimava, uvazime-li.
ze mechanismus Stépeni skrobu a- amylasami ruznych zdroji je v zasadé stejny
(Myrback a Neumuller 1951). Je v8ak znamo, Ze v nékolika smérech se a-amylasy
z riznych zdroji prece jen lisi (na pf. optimalni pH a teplota, vztah dextrinace
a sacharisace, afinita k razné dlouhym fetézcim substratu a pod.). Nékteré vlast-
nosti a-amylds jsou proménlivé a zavisi na kultivadnich podminkich. Campbell
(1955) zjistil, Ze a-amylasy jedné fakultativné termofilni bakterie se lisily p¥i kultivaci
za raznych teplot pouze v resistenci vidi vy$sim teplotdm. Isolovana a piedi§ténd
a- amylasa po kultivaci pii 55 °C byla resistentni viéi teploté 90 °C, po kultivaci
pfi 30 °C (jinak za ste]nych podmlnek) viak a-amyldsa tuto resistenci ztracela. Je
velmi pravdépodobné, Ze i v naSem pripadé je odolnost a-amyldsy viéi chlortetra-
cyklinu dana adaptivni pfeménou a-amyldsy vlivem chlortetracyklinu v prostiedi.
Bude tedy zavazné zjistit, zda a-amylisa neprodukéniho kmene bude v této souvis-
losti stejného charakteru jako a-amyldsa kmene produkéniho.

Bylo zji§téno, Ze v rané fazi kultivace produkéniho kmene je ovlivnén celkovy
metabolismus kmene, je-li pfidan chlortetracyklin v uréité koncentraci (Boretti
a Raggi 1955). Chlortetracyklin ovliviiuje v této fazi metabolismus v nékolika smé-
rech. Bude zajimavé zjistit, zda v této fazi nedochdzi vlivem chlortetracyklinu
k adaptivnim jevim nékterych enzymatickych systémi. Nase prace poukazuje na to.
ze k podobnému Gé¢inku by mohlo dochazet u a-amylasy produkéniho kmene. P¥imou
odpovéd na tuto otdzku vsak obekavame ze srovnani vlivu chlortetracyklinu na
a-amylasu produkéniho a neprodukéniho kmene A. aureofaciens. Toto bude Yesit
nase piisti prace.

Nase vysledky dokazuji, Ze pii produkei chlortetracyklinu nedochézi k inaktivaci
enzymatického systému $tépiciho 8krob a tedy v tomto sméru jsou dany podminky,

Iy ¥

aby veskery uhlohydratovy substrat (téZ 8krob) byl béhem fermentace vyuzit.
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- Je znamo, e p¥i 168b& chlortetracyklinem vznikaji zazivaci potiZe (Mc Lean 1951,
Kleitsch 1951, Leland a sp. 1951, Miiller a sp. 1952, Siegel 1952). Lze pfedpokladat,
%e tyto potiZe jsou zpisobeny komplexnim téinkem chlortetracyklinu. Skute¢nost.
%e jsme nalezli v pokusech in vitro silny inhibiéni vliv chlortetracyklinu na pankrea-
tickou a-amylasu, ktery se dal odstranit citrdtem, bude ndm pobidkou k tomu,
abychom podrobngji pro3etiili otdzku, zda potiZe nejsou alespoii ¢dstené vyvolany
inhibicf travicich enzyma v zaZivacim traktu a zda nelze tyto potiZe odstranit nebo
alespoil zmirnit.

Souhrn

Prokézali jsme inhibi¢ni vliv chlortetracyklinu na dextrina¢ni ¢innost pankrea-
tické a-amylasy. Tato inhibice je reversibilni a lze ji odstranit anionty organickych
kyselin. Naproti tomu jsme zjistili, Ze chlortetracyklin mé pfi vysokych koncentra-
cich (1400 ug/ml) jen nepatrny vliv na aktivitu e-amylisy produkéniho kmene
A. aureofaciens. Tato amylésa je tedy zcela odlidna od a-amylasy plisné A. oryzae
a pankreatické ve vztahu k chlortetracyklinu. Byl studovan pribéh aktivity a-amy-
lisy bdhem fermentace chlortetracyklinu produkénim kmenem A. aureofaciens.
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Bansuue XJIopTerpanuKiIKHa HA AKTMBHOCTH X-aMIJIA3K HPOM3BOCTBEHHOTO
miraMmma Actinomyces aureofaciens

H. Poroc, M. Bypeep u II. Ilpozxasra
Peamome

Mu Jlokasaii cymecTBOBaHile NORABIAIONIEr0 XCHCTBUs XJIOPTETPalMI/INHA HA ACKCTPHHMAN-
PYIOIYi0 AKTHBHOCTH x-aMHJIA3hI IIAHKPEATHYeCKOH JKese3bl. 3TO IOMABICHHC OKA3bIBACTCS
O0PATHMEIM: €r0 MOMHO YCTPAHHUTE C NOMOIIBIO AHHOHOB OPTAHNYeCKAX KACIOT. () IPYTOH CTOPOHDT,
MBIl YCTAHOBIJIH, YTO XJIOPTCTPAUMIKIINH ¥ NPH BRICOKHX KOHIeHTpanmax (1400 ur/ma) oxasviact
/LI He3HAYUTE/bHOC BIMAHNE HAa aKTHBHOCTH -aMIVIA3HL NPOM3BOACTBEHHOIO IMTaMMa Actino-
myces aureofaciens. HTak, 110 OTHOWEHHIO K XJIOPTETPALMKIMAY 9Ta aMUIA3a BOJCT ceBs coBeeM
WHave, 1eM a-amusasa rpubka A. oryzae wim IaHKPeaTHIECKOH rkesaesnl. Hamu maydanach fuHa-
MUK2 AKTHBHOCTH &-aMWJIA3LI B TedCcHHWe (ePMEHTANMM XJIOPTETPAIMKINHA TIPOU3BOJACTBEHHLIM
mTamMmoM Actinomyees aureofaciens.

The Influence of Chlortetracycline on the Activity of a-amylase
of the Production Strain Actinomyces aureofaciens

J. Rokos, M. Burger, P. Prochdzka
Summary

The inhibitory influence of chlortetracycline on the dextrination activity of pancreatic x-amylase
was demonstrated. This inhibition is reversible and can be removed by the anions of organic acids. On
the other hand it was found that chlortetracycline in high concentrations (1.400 ug./ml.) only very
slightly influences the activity of the x-amylase of the production strain, Actinomyces aureofaciens.
This amylase, therefore, is entirely different from the x-amylase of the fungus Aspergillus oryzae and
from pancreatic x-amylase in relation to chlortetracycline. The course of the activity of x-amylase during
fermentation of chlortetracycline by the production strain Actinomyces aureofaciens was studied.
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roéntk 2. (1957) — &. 2

Experimentalni piispévek ke vzniku kifZové resistence
u stafylokokt (Micrococcus pyogenes)

EMILIE KNEDLHANSOVA
Ustav pro péti o matku a ditd, Praha-Podoli
Reditel ustavu prof. Dr J. Trapl

Dodlo 22. 9. 1956

V posledni dob¥ je vieobecnd znim velky vzestup pottu kmeni stafylokoki
resistentnich vidi antibiotikiim. Procento kolisd a zévisi na uZivini antibiotik.

Vzniku resistence k uZitym antibiotikéim a rznym mechanismtim, které ji ovliv-
fiuji, je v literatute vénovéna velkd pozornost. S postupujici 1é¢bou antibiotiky pozo-
ruji néktef{ pracovnici soutasny vzestup pattu kmeni mikroorganismi necitlivych
i na antibiotika k 16¥b& nepouzitd, t. zv. k¥iZovou resistenci. Tento problém nebyl
doposud podrobnéji prostudovan.

K#i¥ové resistence byla pozorovdna nejéastdji u antibiotik pfibuzné struktury.
Nejvice u tetracyklinovych (Fussilo a sp. 1951, Gauze 1953, Gocke a sp. 1951, Herell
a sp. 1950, Chabbert a sp. 1952, Martin a sp. 1953, Moustardier a sp. 1956, Kaipainen
1951, Levaditi a sp. 1953a, b, Pansy a sp. 1950), u streptomycinu a streptotricinu
(Gauze 1953, Nétien a sp. 1952, Sullivan 1951). Mnohem méné byla zjist&na u anti-
biotik se vzdalendjsi strukturou. Zalexi tu na druhu a kmeni mikroba (Moustardier
a sp. 1956, Levaditi a Eveno 1953a, b) a na mnozstvi antibiotika, na né% jsou mikro-
organismy adaptoviny (Klimek 1948). Z riznych studovanych mikroorganismi
(B. coli, Aerobacter, Proteus, E. typhosa, Ps. aeruginosa, Staphylococcus) mély
nejvétsi prizptisobivost stafylokoky. Klimek (1948) zjistil, Ze stafylokoky adaptované
na mensi mnoZstvi penicilinu (pouze do 1 ug na 1 ml) nezvySuji resistenci na strepto-
myecin, kde?to kmeny adaptované na vy3si mnozstvi zvySuji.

Dykova, Tichy a Knedlhansové (1957) pozorovali pfi dynamickém sledovani
chronickyeh cervicitid pred 1é¢bou, b&hem 16¢by a po ni, Ze se pfed létbou nachézeji
u %en mikroby prevaZné citlivé, b&hem 1é&by a po ni opét kmeny prevazné resistentni,
a to na viechna zkoumané antibiotika (penicilin, streptomycin, aureomycin, chlor-
amfenikol, penilicin se streptomycinem), adkoliv Zeny byly lé¢eny jen penicilinem
a streptomycinem. U t&chto kment jsme zatim nemohli prokézat souvislost. Jelikoz
je tato okolnost velmi zavaZné, konali jsme pokusy k bliz§imu prozkouméni a objas-
néni tohoto tkazu.

Materidl a metody

K pokustim jsme vybrali 10 kment stafylokoki, dobie citlivych na viechna ndmi zkousené antibio-
tika. Piehled o piivodu a vlastnostech téchto kment podévé tab. 1.

Zkoudky citlivosti jsme d&lali normélné uZivanou papirkovou metodou pii koncentraci antibiotik:
penicilin 10 jednotek, streptomycin 500 ug, sureomyein 250 ug a chloramfenikol 250 ug na 1 ml. Na
papirek jsme dévali jednu kapku vidy stejnou pipetou. Pii kombinaci penicilinu a streptomycinu
jsme dévali kapku penicilinu a kapku streptomycinu na jeden papirovy kotoutek.
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Tyto citlivé kmeny jsme adaptovali na antibiotika v péti seriich pokusi: v prvni serii jsme kmeny
adaptovali na penicilin, v druhé na streptomyecin, v tieti na aureomycin, ve étvrté na chloramfenikol
a v paté na kombinaci penicilinu a streptomycinu. Vy3li jsme vidy od ptvodnich kment a kazdou serii
jsme ukléddali do termostatu oddéleng, aby nenastalo ovlivnéni ostatnimi antibiotiky. Postupovali jsme
takto: na krevni agar jsme nanesli hustymi ¢arami mikroba a na pfiloZzeny papirovy kotoulek jsme
pipetovali zkouSené antibiotikum jako pfi normalni zkousce citlivosti (obr. 1). Za 24 hod. jsme m&fili

Tab. 1. Puvod a ndkteré vlastnosti zkoumenych kmenu stafylokokt

- Vlastnosti kmene
Kmen Z ¢eho byl kmen Hyaluroni-
stafylokoka isolovén haemolysa pl&srrlmkoagu‘ dasa
. asa
1 hnis z Barthol. zldzy - 25
2 sekret z oka o 0 0
3 vytér z cervixu + (1] 0
4 vytér z cervixu + - - 50
5 vytér z cervixu -+ L 0
6 vytér z cervixu -+ 0 0
7 vytér z cervixu + 0 0
8 vytér z cervixu -k 0 0
9 vytér z cervixu -+ 0 0
10 sekret z oka -+ 0 0

Kmeny byly isolovény pied zahdjenim 1é&by.

inhibiéni zonu a sklitkovou metodou jsme zjistili plasmakoagulasu. Oddélenou zkouskou jsme soutasné
proveéfili citlivost na ostatni antibiotika. Mikroby vyrostlé nejblize papirového kotoudku jsme prenesli
na novou misku & adaptaci jsme opakovali. Antibiotika jsme dévali stéle stejnd mnozstvi. Navyk se
projevil zmenfovénim inhibi¢ni zony. Roztoky penicilinu a streptomycinu jsme piipravovali vidy
erstvé, aureomycinu a chloramfenikolu jednou tydné. Kontrolnd jsme testovali i puvodni kmeny.
Jejich citlivost na jednotlivd antibiotika se neménila. Paralelni zkousky citlivosti byly délany dvakrat.

V prubghu adaptace se ¢asto stévalo, %e se kmen jevil jako necitlivy, ale v ptisti jedné nebo n&kolika
pasézich se objevila opdt mensi inhibiéni zona. Kmeny jsme znecitlivovali, a% se ndm projevila resistence
beze zmény v péti jiz uvedenych pasaZich.

Vysledky

Citlivost vSech kmenta stafylokokd,
pasazovanych na padach s jednotlivymi
antibiotiky, se ménila. Postupné docha

zelo ke ztraté citlivosti vadi uzitému

1 - I antibiotiku. Resistence se ¢asto vytva-
- _ fela kolisavé. Po prvni adaptaci se
stavalo, Ze se opét v pfisti nebo né-
kolika pasiZich objevila je$té uréita
5 citlivost. Inhibi¢ni zony vSak byly jiz
mensi a po urditém poltu pasizZi se
kmeny znovu adaptovaly. Polet pasazi
potfebnych k adaptaci nebo k resistenci
byl rizny pro jednotlivé antibiotika, ale
P s A cH P+s kolisal u kazdého kmene, jak ukazuje

Obr. 1. Pramé&rnd rychlost adaptace deseti kme- tab. 2. Obrazek 1déva primérnou hod-

nd M. pyogenes na antibiotika. Osa y: polet pasdzi. nOtl'lv;pI‘O 10 kme?“; I}‘OZpty lo y pOétB
Vysvétleni znatek u tab. 2. pasazi byl tak veliky, Ze nemuZeme pii -

—
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svych 10 kmenech &init kone&né zdvéry o rozdilech mezi jednotlivymi uzitymi anti-
biotiky. Pom&rng nejrychleji nastavala adaptace a resistence vidi streptomycinu
(primérng 7, piipadné 9 pasaZi na kmen). U chloramfenikolu byl nejvétsi rozdii
v podtu pasazi, nutnych k dosaZeni adaptace a resistence (9 k dosazeni adaptace,
15 k dosazeni resistence). Kombinace streptomycinu s penicilinem oddélila ponékud
adaptaci i resistenci proti jednotlivym antibiotikiim. Soutasné se ztratou citlivosti
na antibiotikum, na né# jsme kmen adaptovali, nastdval vzrist kiiZzové resistence
"{ viidi ostatnim antibiotikim, s nimi# adaptovany kmen neptigel do styku.

Tab. 2. Podet pasiZi na zivné piuds s antibiotikem pot¥ebnych k adaptaci a resistenci deseti kmen

stafylokokl
Cislo Podet pasazi potfebnych ‘
kmene k adaptaci a resistenci P 1 S A ¢H P+8
1 A 5 9 13 7 14
R, 11 9 13 16 20
2 A 3 11 8 13 12
R, 11 11 14 17 12
3 A 9 6 13 8 5
R, 9 9 18 11 5
4 A 3 1 2 3 3
R, 3 9 2 14 3
5 A 5 6 7 7 8
) R, 10 10 18 13 8
6 A 13 10 3 13 10
R, 13 10 13 19 13
7 A 12 5 3 5 6
R, 12 5 13 16 10
8 A 10 9 11 11 ‘11
R, 10 9 20 16 11
9 A 10 10 6 13 10
R, 10 10 13 13 13
10 A 11 7 7 7 13
R, 20 7 13 13 16
A = prvni adaptace, kmen muZe byt jedts znovu ééstetnd citlivy na u#ité antibiotikum.
R, = pobitek resistence (adaptace ustélend v pdti nésledujicich pasézich).
R, = pété paséz od R,, péstovand stéle v antibiotiku.
C = puvodni citlivost kmene pied adaptaci na jakékoliv antibiotikum.
P = penicilin, 8 = streptomycin, A = aureomycin, CH = chloramfenikol, P + S =smds 1 dil

penicilinu a 1 dil streptomycinu.

Tabulka 3 zachycuje pribsh vyvoje kfizové resistence vidi riznym antibiotikim
pti adaptaci kment na uréité antibiotikum. ZkiiZend resistence vznikala viiti viem
ugitym antibiotiktim, pomérné nejpomaleji viéi aureomycinu.

U nékterych kmenti jsme pozorovali zmény v pigmentaci. Béhem adaptace se
ménil bily pigment ve Zluty a také byla ovlivnéna tvorba plasmakoaguldsy tak, Ze
kmeny, které pivodng plasmu neaglutinovaly, nabyly této schopnosti.
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Tabulka 3 (pokratovéni)

6 P 40 0 0 0 10 10 40 0 0 0 0 0
S 30 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A 30 30 20 20 25 0 20 0 0 0 0 0

CH 30 20 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0

P+8 40 30 0 0 10 10 20 0 0 0 0 0

7 P 50 0 0 0 0 0 0 10 10 0 40 0
S 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 30 0

A 41 0 0 20 0 10 0 0 0 0 11 20

CH 30 0 0 0 10 10 0 0 0 0 0 0

P+S 50 0 0 0 0 0 ] 10 10 0 50 10

8 P 50 0 0 0 0 0 0 10 40 20 0 0
S 42 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0

A 32 15 20 15 20 20 20 0 0 0 20 21

CH 26 0 10 10 0 0 0 15 30 20 0 0

P+S 52 10 0 0 0 0 0 15 30 15 12 0

9 P 40 0 0 0 0 0 30 0 0 0 10 0
S 35 20 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0

A 30 30 20 20 20 20 10 0 0 0 22 20

CH 34 20 10 10 0 0 20 10 0 0 0 0

P+S 41 20 20 20 0 0 40 0 0 0 10 11

10 P 41 0 0 0 30 30 0 0 0 20 40 0
S 30 0 10 0 .0 0 0 0 0 10 [ 0

A 32 0 30 0 20 0 0 0 0 0 25 25

CH 40 0 30 0 25 0 0 0 0 10 0 0

P+S 50 0 30 0 40 0 0 0 0 30 40 0

Vysvétleni znadek u tab. 2.

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7

SCOOCO
I
SoMOC
—
ConNoQ

(=R NN
coCooS

ot
ooooC
[—R N

ooooe

[=R—R=N——]




Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7

Diskuse

Velmi rychlé ptizpusobeni stafylokoki k uzitym antibiotikéim, kterého jsme dosahli
ve svych pokusech, souhlasi s dosavadnimi poznatky klinickymiis vysledky &etnych
autora. Tak na pf. Kaipainen (1951) dosahl znecitlivéni rtiznych kment sedmi pasé-

Obr. 2. Adaptace na antibiotika. Obr. 3. Citlivost na ostatni antibiotika pfi prvni
adaptaci (pFechodné resistenci).

Qbr. 4 a 5. Resistence vudi ostatnim antibiotikium p¥i hlubsi adaptaci R,.

Zemi v antibiotiku, Pansy (1950) péti az deseti pasaZemi. Nami zjisténé podateéni
kolisavé vytvateni resistence mize ¢astetns osvétlit rozdily mezi vysledkem v labora-
tofi a klinickou zkuSenosti. Zachytime-li populaci pFevainé citlivou, ale odstépenou
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od necitlivého kmene, dostaneme kladnou zkoudku citlivosti v laboratofi, ale anti-
biotikum in vivo mbZe byt netdinné. Nekdy se setkdvime (oviem méné dasto)
s opatnou mo#nosti. V takovych pfipadech jsme patrné zachytili pro laboratorni
zkouiku kmen adaptovany jen pfechodnd, ktery byl potom in vivo zneskodnén vyssi
davkou antibiotika a dobrou obranyschopnosti makroorganismu. Jak pro vytvo-
feni hlubai resistence vlastni, tak pro vytvoreni k¥izové resistence i mezi vzdalen;-
imi antibiotiky se nam zd4 podle nadeho pozorovani velmi dilezitou urditd prahova
hodnota koncentrace antibiotika, na kterou je mikrob adaptovin; jak zjistil jiz
Klimek (1948), koncentrace pouZité i v priibéhu adaptace & doba znecitlivovani.
Tato prahovéa koncentrace mize byt oviem pro kazdy kmen rtzna.

V nasich pokusech pti prvni a dasto ptechodné adaptaci se projevila u nékterych
kmenti jedté znadna citlivost na ostatni antibiotika (obr. 3). Hloubgji adaptované
kmeny byly ptevazné resistentni i viidi antibiotikiim, na ktera adaptovany nebyly
(obr. 4 a 5). Pomé&rné nejdéle se udrzovala citlivost na aureomyecin (obr. 4), a to pfi
adaptaci na viechna ostatni antibiotika. Uplns kiiZové resistence v nasich pokusech
vznikala velmi rychle a u viech zkoumanych kmeni.

V dostupné literatute je dosud mélo experimentélnich praci, které se zabyvaji
problémem vzniku kiffové resistence viiti znalné odlisnym antibiotikiim. Autofi
vétiinou zjistuji k¥iZovou resistenci u antibiotik pifbuzné struktury, jak jsme uvedli
v tivodu, a jen ojedinéle u strukturélng odli¥nych (na pf. Chabbert a sp. 1952, Eagle
a sp. 1952, Klimek a sp. 1948, Monier a sp. 1951, Moustardier a sp. 1956). Svou praci
se fadime k t&mto nedetnym autortim, ktefi podobné jako my pracovali se stafylo-
koky. Nage vysledky vsak jsou bezprostiednim dikazem vzniku nespecifické kiizové
resistence u S. aureus in vitro viidi znadnému poétu rozdilnych antibiotik.

Zdanlivy rozpor mezi nadimi vysledky a vysledky Gockeho a sp. (1951), ktefi
vyluduji nespecifickou resistenci vi¢i penicilinu a streptomycinu na strané jedné
a tetracyklinim na strané druhé, je mozno vysvétlit tim, Ze zmin&ni autofi si ve své
jinak obsaZné praci zvolili malo vhodné kmeny pro testy kiiZzové resistence mezi
témito antibiotiky. Pro penicilin a tetracykliny testovali pneumokoky a streptokoky
jako zastupce grampositivnich kok, pro streptomycin kmen Klebsiella pneumoniae.
Je vieobecnd znadmo, %e pneumokoky a streptokoky nemaji takovou piizpusobivost
k raznym antibiotikim jako stafylokoky; Klebsiella je primdrné maélo vnimava
na streptomycin. Vysledky Herrela a sp. (1950), Kaipainena a sp. (1951) a Pansyho
a sp. (1950), ktefi rovnéZz nezjistili kfiZovou resistenci mezi penicilinem, strepto-
mycinem a tetracykliny, si vysvétlujeme tim, Ze prevang pracovali se stievnimi
gramnegativnimi mikroby a jen ojedinéle se stafylokoky, pfi dem? pouzili jen kratké
doby znecitlivovani.

Zmény pigmentace, které jsme pozorovali v pribéhu adaptace u nékterych kment,
souhlasi s vysledky Barberové (1955). Autorce, ktera péstovala bilé varianty S. aureus
na ptdé s odstupfiovanym mnozstvim penicilinu (podle Szybalskiho 1952) se od&té-
pily luté kolonie v mist8 vyssi koncentrace antibiotika, kdezto pf¥i niZsi koncentraci
zistaly bilé. Vyznaéné zmény v tvorbd plasmakoagulasy si zaslouzi hlubsi pozor-
nosti a srovnani s jinymi fysiologickymi vlastnostmi stejnych kmend. Cetné prace
o tzkém vztahu aglutinace plasmatu a tvorbé riznych enzymi a toxini nas podni-
tily k dalsi praci v tomto sméru.

Podobng jako jini autofi (Fussillo a sp. 1951, Chabbert a sp. 1952, Moustardier
asp. 1956) i my se pii své rutinni praci asto setkavame s kultivaénimi nélezy mikrobu
pred podanim antibiotika citlivych, béhem létby nebo po ni necitlivych na béina
antibiotika, agkoliv pacient dostdval v prib&hu nemoci jen antibiotikum jediné.
Neni to jen u cervicitid (Dykova, Tichy a Knedlhansova 1957), jez nas privedly
na my&lenku téchto pokusi, ale i u détskych otitid. Tento zjev neni mozno vysvétlit

77

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7

jen pomnoZenim primarné necitlivych kmenti, nebot tyto jsou podle dosavadnich
poznatkii nevirulentni (Dubos 1948), nebo reinfekei jinymi necitlivymi kmeny tého?
mikroba.

NasSe pokusy alespoti zdasti vysvétluji tento zjev. Jde ziejmé o prizplisobeni ne
zcela specifické. Z klinické zkuSenosti, ziskané u recidivujicich onemocnéni, kdy
pacienti prichdzeji po krat3i &¢i delsi dob& se stejnym mikrobem znovu citlivym,
soudime, Ze ani v piipadé resistence piimé ani v ptipadé resistence zktizené nejde
vidy o resisterici trvalou. Pokusy in vitro bude oviem nutno dokézat, %e navrat
citlivosti nastava u tychz kment mikroba.

Souhrn

U deseti kmeni stafylokoki dochazelo k rychlé adaptaci a vzniku resistence vadi
penicilinu, streptomyeinu, aureomycinu, chloramfenikolu a kombinaci penicilinu
a streptomycinu. Céstedné adaptované kmeny odstépovaly jesté kmeny citlivé, tyto
opét mnecitlivé. Téméf soub&Zné s resistenci vadi antibiotiku, na néz jsme kmeny
adaptovali, dochézelo k znecitlivéni i na ostatni antibiotika ze zkoumané fady.
Pi vytvafeni kiiZové resistence ztstdvala nejdéle citlivost vidi aureomycinu.
V pribéhu adaptace se ménil bily pigment nékterych kment ve zluty.

Za technickou spolupréci dékuji L. Jirouskové, J. Kubalové a J. Rottovi.
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K Bompocy 8KCIepHMEeHTaJIbHOTO MBY4eHUA BO3HHKHOBEHUA
nmepexpecTHO# ycroitunBoctn y crauioxorkos (Micrococcus pyogenes)

3. Knedaveancosa
PesaioMme

V 10 wrammoB cradmIoKkoKKoB Habmioganoch Gricrpoe mpucnocoGieHye M BO3HHKHOBEHHO
YCTOMMMBOCTH K NEHWIMMHY, CTPCNTOMHIHMHY, DyPEOMHALMHY, x70paMeRnKoILy M K koMOu-
HalMy NEHUINULIAHA ¥ crpentoMuumEa. OT 9acTAYHO aJaNTHPOBAHHEIX IITAMMOB HPOUCXOXHIN
elIe IITaMMhl, YYBCTBHTEJIBHEE K aHTHOMOTHKAM, HO OT HHX — ONATH HETyBCTBUTE/IBHEIE. Ioutn
MapajebHO ¢ YCTOMIMBOCTBIO K TOMY aHTHGHOTHKY, K KOTOPOMY HITAMMEL npracnocabinBalnch,
C03/1aBaJIOCh MPHCTOCO6/IeHHe I K OCTAJILHRIM aHTHOMOTHKAM HccilexyeMoro psaga. Iipm BosHHKHO-
BEHNH NePeKPecTHOil YCTOAYMBOCTH I0TIbIIE BCEI0 COXPAHAJIACH Ty BCTBHTEILHOCTE K aYPEOMHIIUAY .
B nponecce aganTtansu Gesri MHrMERT HEKOTOPHIX TITAMMOB M3MEHSIICA B HEJITHII,

Experimental Contribution on the Development of Cross Resistance in Staphylococct
( Micrococcus pyogenes)

E. Knedlhansovd
Summary

In ten strains of staphylococci rapid adaptation occurred and resistance developed to penicillin,
streptomycin, aureomycin, chloramphenicol and a combination of penicillin and streptomycin. Partially
adapted strains gave rise to sensitive strains and these in turn to non-sensitive strains. Almost in parallel
with resistance to the antibiotic to which the strains were adapted, desensitization occurred to the other
antibiotics of the series under investigation. During the development of cross resistance, sensitivity to
aureomyein persisted the longest. In the course of adaptation, the white pigment of some strains changed
to yellow.
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Ceskoslovenskd
MIKROBIOLOGIE

roénik 2. (1957) — & 2

Sporulace bacilua. IV.

Ovlivnéni tvorby spor Bacillus megatherium cysteinem a cystinem

VLADIMIR VINTER

Mikrobiologické oddéleni, Biologicky tustav, Ceskoslovenska akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Mélek

Doslo 22. 10. 1956

Jednim z procesii, charakteristickych pro sporulaci bacildi, je prevod vapniku
z prostfedi do bunék. V minulé praci jsme ukazali, Ze snizeni obsahu vapniku
v mediu pii sporulaci mikroorganismu Bacillus megatherium muze byt pii¢inou labili-
sace proteolytickych enzymi, vyloudenych do prostiedi b&hem mnozeni a vyzaduji-
cich pro svou stabilitu vapnik (Vinter 1956b). Zjistili jsme také, Ze p¥idani cysteinu
pied sporulact do kultury Bacillus megatherium zabrani poklesu proteolytické aktivity
media (Vinter 1956a).

Je znamo, Ze cystein aktivuje fadu proteds. Zjistili jsme viak, Ze v nasem ptipadé
pusobi nikoliv na protedsy media, ale na samotny mechanismus tvorby spor, co se
projevuje jednak zfetelnymi zménami morfologickymi, jednak biochemickymi.
Stejné pusobi i cystin. V této prici popisujeme ovlivnéni morfologie tvorby spor
a pievodu vapniku do sporulujicich bunék Bacillus megatherium cystinem a cysteinem.

Materidl a metody

Pouiili jsme kmenu Bacillus megatherium ze sbirek Biologického ustavu CSAV. Zpusob odkovéni,
kultivace a stanoveni procenta spor v kultufe byly tyté% jako v minulé praci (Vinter 1955), podobnd
i stanoveni proteolytické aktivity media a stupnd zakalu kultury (Slavik a Smetana 1952, Vinter 1956a)
a zpusob barveni spor (Vinter 1956b). Teplota kultivace byla 29 °C. Tvorbu spor jsme pozorovali
mikroskopem s fdzovym kontrastem. Zivna puda byla v pokusu, v ném#% jsme sledovali proteolytickou
aktivitu media, obohacena p¥idavkem 2 mg, u ostatnich pokusi 4 mg vapniku v podobs chloridu véipe-
natého na 1 litr pady. Obsah vapniku v burikdeh jsme stanovili spektralni analysou plamenovym foto-
metrem po mineralisaci promytého sedimentu. :

Roztoky cystinu a cysteinu jsme pfipravovali tak, Ze jsme rozpustili v 1 N-HCl takové mnozstvi
téchto aminokyselin, abychom doséhli koncentrace 1. 103 M. Roztoky jsme neutralisovali na pH 7,0
a sterilisovali bud filtraci nebo autoklavovanim. Zjistili jsme, %e v obou p¥ipadech sterilisace vykazovaly
roztoky stejny Géinek na tvorbu spor. Ve viech piipadech jsme piidévali do kultury (k 90 ml media)
10 ml roztoku aminokyseliny, takze vysledna koncentrace cysteinu nebo cystinu v kultufe byla vidy
1.10-4M. )

Vysledky

Morfologie tvorby spor u kultury Bacillus megatherium ovlivnéné cysteinem nebo
cystinem

Normélni tvorba spor u naSeho kmene Bacillus megatherium probihd na padd
s kaseinovym hydrolysitem tak, ze mezi 1315. aZ 141%. hodinou se v protoplasmé
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bungk objevuji na jednom konci svitivéjsi mista velikosti spory (praespory). Pfi
pozorovani fazovym kontrastem se praespory jevi jako tmavsi, nejasné ohranidena
mista protoplasmy. Praespory rychle nabyvaji svétlolomnosti a vytvareji se mladé
spory, mirné protaZené, dlouhé asi jednu tfetinu délky matefské buiiky, silné lama-
jici svétlo a zfeteln® ohrani¢ené viadi okolni protoplasmé butiky. Tyto mladé spory se
jesté nebarvi typicky pii pouZiti metod pro barveni spor, tuto vlastnost ziskavaji
teprve po daldich hodinach kultivace, poé¢inaje asi 18. hodinou. Cely proces tvorby
mladych spor trva priblizné dvé az tfi hodiny.

Pfiddni cysteinu nebo cystinu do Zivné pudy pfi otkovani neovlivni ani délku
lag-faze, ani rychlost mnoZeni bunék. Mnozstvi bunék v kultute po dokonéeni mno-
zeni je pfiblizné stejné jako u kontrolni kultury. K tvorbé spor dochazi o néco
pozdd&ji a proces probihd pomaleji. Cast vytvotenych spor je kulat&jsi. Jestlize p¥i-
ddme cystin nebo cystein v kteroukoliv hodinu kultivace aZz do 10. hodiny, kdy uz
konéi rust kultury, obdrzime stejné vysledky. Po piidani téchto aminokyselin do
kultury staré 11 hodin narusime u &asti bunék sporulaéni schopnost. V kultufe se
vytvaki vice kulatéjsich spor a ¢ast bunék ustrne ve svém vyvoji ve stadiu praespor.

Piidéni eystinu nebo cysteinu do kultury staré 12 hodin narusi proces tvorby spor
prakticky u viech bunék. Kultura v této dobé uZ neni schopna obnovit mnoZeni po
piiddni Zivin v poéatedni koncentraci do prostiedi (Vinter 1956c). Vlivem uvedenych
aminokyselin se opozduje zatatek tvorby spor pfiblizné o 2—4 hodiny. Po této dobé
se zadinaji zvolna vytvaret praespory, které po daldich hodinach kultivace (poéinaje
asi 20. hodinou) ptechéazeji v Gtvary témét podobné mladym sporam, lisici se vSak od
nich nejen mensi svétlolomnosti a kulatéjsim tvarem, ale piedeviim neostrou ohrani-
Zennosti spor viiéi cytoplasmé matetské buiiky. Tyto dtvary jsme pro zjednoduSeni
dalsich popisi prub&hu sporulace oznatdili jako ,.defektni spory‘. Tyto ,,defektni

Tab. 1. MnoZstvi a charakteristika spor vytvofenych do 24. hodiny kultivace v kultuie ovlivnéné

cystinem.
Stafi kultury
v okamziku Procento spor .
piidéni cystinu v kultufe Charakteristika spor
v hod.
9 87,9 Normaélni spory, ¢asto Kulatdjsi
10 85,0 Normaélni spory, éasto kulat&jsi
11 76,6 ,,Defektni spory‘‘, vzdcend normalni spory
12 52,5 Praespory a ,,defektni spory*
13 20,8 Praespory a ,,defektni spory‘
Kontrola bez cystinu 88,1 Normalni spory

spory‘‘ se barvi stejné jako mladé spory a jsou vétsinou kulatéjsi. Zatim co normalni
spory jsou pii pozorovani fazovym kontrastem svétlé a maji tzky tmavy okraj,
maiji ,,defektni spory‘ svétly stied zietelné mensi, tmavy okraj neostry a jsou mensi
(obr. 1--3). Jestlize ptiddme cystein nebo cystin do kultury starsi, dojde k silnému
narueni tvorby spor, a to tak, Ze ¢im pozdéji byly uvedené aminokyseliny do kul-
tury pfed sporulaci ptidany, tim silnéji byla’ sporulace narusena. Pfidani cystinu
nebo cysteinu zastihuje builky na rizném stupni piedsporulaé¢niho vyvoje, proto
i ovlivnéni tvorby spor probiha u bunék rizné. Za nékolik hodin po pfidani téchto
aminokyselin obsahuje kultura smés bunék s praesporami, ,,defektnimi sporami‘
i norméalnimi sporami. Pfi zjistovani procenta téchto Gtvara jsme poéitali vidy jejich
celkové mnozstvi.
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'

Jako piiklad uvadime v tabulce 1 mnoZstvi vytvorenych spor do 24. hodiny
kultivace u kultur, k nimz byl p¥idan cystin v riiznou dobu pred vytvaienim spor.

U normalné vysporulované kultury dochézi béhem dalsich 10— 20 hodin k pozvolné
autolyse bunék, které obsahuji sporu; dochdzi k uvoliovani spor do prostiedi. Volné
spory naSeho kmene Bac. megatherium silné lamou svétlo a jsou mirné protazené
(obr. 4). V kultufe ovlivnéné cysteinem nebo cystinem nastidva autolysa bunék,
obsahujicich ,,defektni spory*“ aZz spory zna¢né pozdgji. Do té doby autolysuje
obvykle jen ¢ast bunék, ve kterych se spory netvotily viibec. Spory vznikajici v pru-
béhu cystinové a cysteinové inhibice zachovéavaji pii zrani i po uvolnéni ze sporangii
svij kulatéjsi tvar a jsou mensi (obr. 5 a 6). Jsou téméi norméalné svétlolomné a barvi
se podobné jako zralé spory.

Ovlivnéni ptevodu vapniku do sporulujicich bunék Bacillus megatherium cystinem
a cysteinem

Pti pokusech, v nichZ jsme zjistovali kromé& procenta spor v kultufe a obsahu
vapniku v butikdch té% proteolytickou aktivitu media, jsme jako ovliviiujici amino-
kyseliny pouzili cysteinu.
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Obr. 7. Vliv cysteinu na tvorbu spor a prevod vépniku do bunék pridaného do kultury Bac. megatherium

pred sporulaci (v 13%. hodind kultivace.) Osa z: stafi kultury v hodindch, osa y: vlevo —

potet mg kaseinu natraveného za 30 minut, vpravo — obsah védpniku v bunkach, uvniti grafu —

procento spor v kultufe. — Kfivka 1 - prot. aktivita u kontrolni kultury, kfivka 2 - tvorba spor

u kontrolni kultury, kiivka 3 - obsah Ca v burikdch v procentech véhy suSiny u kontrolni kul-

tury, kfivka 4 - prot. aktivita u kultury s cysteinem, kiivka 5 - tvorba spor u kultury s cystei-
nem, ktivka 6 - obsah Ca v builkach u kultury s cysteinem.

Do banék s kulturou Bac. megatherium, starou 131, hodin, jsme pfidali cystein
do koneéné koncentrace 1 . 10-4 M. Do kontrolni kultury jsme ptidali stejné mnozstvi
fysiologického roztoku. Poéinaje 1314,. hodinou kultivace zjistovali jsme kaZdé tii
hodiny aZz do 221,. hodiny procento spor v kultufe, proteolytickou aktivitu media
a obsah vapniku v butikich. Tyto analysy jsme provedlii v 38. a 62. hodiné kultivace.’
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U kontrolnich banék s fysiologickym roztokem doslo mezi 13%. a 161. hodinou
k normalni sporulaci a k obvyklému piechodu vipniku z media do bunék, spojenému
s poklesem proteolytické aktivity media. U kultury, do které jsme pfidali cystein,
probih4 proces tvorby spor, jak je uvedeno vyse. ,, Defektni spory* se objevuji v kul-
tute teprve od 2215. hodiny a jejich mnoZstvi zistdva az do 62. hodiny kultivace
stejné, pri SemZ nepfevysuje hodnoty kolem 70 9%,. Obsah vapniku v builkéch se
nezvy$i ani po vytvoreni ,,defektnich spor“. Teprve po delsf dobé kultivace piechazi
vapnik do ¢asti bun&k, které jsou ve svém vyvoji zfejmé nejdale.
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Obr. 8. Vliv cystinu pfidaného bshem lpg-faze
a b&hem logaritmické fédze na tvorbu spor a pie-
vod vépniku do bundk. Osa z: sté¥ kultury v dobs
pfidéni cystinu, osa y: obsah vapniku v buiikach
v procentech vahy susiny, zjistény 24. hodinu
kultivace. — Kontroly: A - s fysiologickym roz-
tokem, B - cystin piidén p¥i otkovéni.

Obr. 9. Vliv cystinu pfidaného do %ivné pudy pied

otkovanim (kone¢né koncentrace 1.10-4¢M) na

rast kultury Bac. megatherium. Osa x: stdfi kul-

tury v hodindch, osa y: stupen zékalu kultury,

vyjddfeny v hodnotach optické density X 10.

Krivka 1 — kultura s cystinem, 2 — kontrola
8 fysiologickym roztokem.

Proteolyticka aktivita media se v prvnich hodinidch po ptidéni cysteinu ponékud
snizi, pozdé&ji zhstdvé prakticky nezménéna. Po nékolika desitkich hodin dalsi
kultivace, kdy &ast vapniku pfechdzi z media do bun&k s ,,defektnimi sporami‘‘,
dochézi téZ k denaturaci ¢asti proteds a proteolytickd aktivita media se ponskud
sniZi. Vysledky jednoho z téchto pokusii jsou vyjadieny na obr. 7.

Zjistili jsme, Ze stejny Géinek na tvorbu spor a zapojovani vapniku do bunék jako
cystein mé i cystin (Vinter 1956¢). Ob& aminokyseliny ovliviiuji tvorbu spor a pfevod
vapniku do media i v prostfedi s nadbytkem vapniku (tab. 2). V dalsich pokusech
jsme poutili jako ovliviiujiciho éinitele cystinu.

Sledovali jsme predevsim, jak pfidani cystinu do rdzné staré kultury ovlivni
zapojovani vapniku do sporulujicich bunék Bac. megatherium. Cystin jsme piidavali

83

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7

do kultury v koncentraci 1 .10~ M pii otkovéani, v lag-fazi a v logaritmické fazi.
Po 24. hodiné jsme stanovili obsah vapniku v buitkdch a procento spor v kultufe.
Ve vsech uvedenych ptipadech doslo k normalni tvorbé spor a k ptevodu vapniku
z media do sporulujicich bunék. Ponékud vice vapniku obsahoval sediment bunék
z kultury, do které jsme piidali cystin v 3. a 6. hodiné kultivace. Také procento spor
bylo v téchto kulturach o néco vyssi. V kontrolni kultufe, do které jsme pridali
cystin az pied sporulaci (12. hodinu kultivace), doslo k obvyklému narueni tvorby
spor (vytvolilo se pouze kolem 40 9%, praespor az ,defektnich spor), spojenému
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Obr. 10. Zapojovani vépniku do bunék pfi spo-

rulaci Bac. megatherium po pridani cystinu do

riuzné staré kultury. Obsah vapniku jsme zjistili

24. hodinu kultivace. Osa z: stafi kultury v dobé,

kdy byl pfidan cystin, osay: obsah vapniku v bui-
kéch v procentech vahy sudiny.

Obr. 11. Odolnost bunék vudi inhibici tvorby spor
cystinem u kultury vyrostlé na pudé s cystinem.
Osa x: stafi kultury v okam?iku, kdy byl stano-
ven obsah véapniku. V prvnim sloupeci je vidy
hodnota ptizptsobené kultury, ve druhém kultury
nepfizpusobené. Osa y: obsah vapniku v bunkach

v procentech vahy susiny. Kontroly s fysiolo-
gickym roztokem: A - plizpasobend kultura,
B - neptizpusobena kultura.

s omezenim vstupu vapniku do bunék (obr. 8). Piidani cystinu do media pii otkovani
nemélo vliv ani na rychlost mnozeni, ani na hodnoty narastu kultury (obr. 9).

V dalsich pokusech jsme piidavali cystin do kultury pozdéji, potinaje obdobim
ukondeni vegetativniho mnozeni. Kdyz jsme cystin pfidali po ukondeni riistu
kultury (v 9. a 10. hodiné kultivace), vytvofily se do 24. hodiny norméalni spory
a vapnik prefel do bunék. Ke zlomu v citlivosti kultury viaédi cystinu doslo pred
11. hodinou kultivace. Od tohoto obdobi narusilo pfidani cystinu do kultury silné
mechanismus tvorby spor i pFevod vapniku do sporulujicich bunék. Hodnoty
obsahu vapniku v builkach, zjisténé ve 24. hodiné kultivace, jsou uvedeny na
obrazku 10. :
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Pi dalsi préci jsme zjistili, %e prizpasobeni kultury vidi cystinu zvySuje odolnost
kultury viéi této aminokyseling, pfidané znovu pred sporulaci. Kultivovali jsme
Bac. megatherium jednak v pitomnosti cystinu (koncentrace 1.10-%M), jednak
bez ndho. Ve 12. hodinu kultivace jsme do obou serii banék pfidali cystin ve stejné
koncentraci, do kontrolnich bangk fysiologicky roztok. Obsah vapniku v butikich
a procento spor v kultufe jsme stanovili poéinaje 24. hodinou kultivace kazdé dvé
hodiny aZ% do 32. hodiny.

Tab. 2. Vliv cysteinu a cystinu na zapojovéni vépniku do bunsk Bacilus megatherium pii sporulaci

v prostiedi s nadbytkem vépniku. Obsah vépniku v burikéch byl stanoven ve 24. hodind kultivace.

Pro usnadnéni popisu stavu kultury jsme v tabulce oznatili preaspory pismenem P, ,,defektni spory‘‘
DS a normalni spory S.

Ve 12. hoding piidano Obsah vépniku "~ Procento spor
do kultury v burikéch v kultute

Fysiologicky roztok (kontrola) 0,263 84,5 8

Vépnik (6 . 104 M, kontrola) 0,271 87,3 8

Cystein (1 .10—* M) 0,035 56,2 P-DS il
Cystein (1 . 10—% M) a vapnik (6 . 10—* M) 0,041 43,6 P-DS

Cystin (1.10—4M) 0,062 38,5 P-DS

Cystin (1.10-%M)a vépnik (6. 10— M) 0,064 59,6 P-DS

Tab. 3. Zvrat cystinové inhibice tvorby spor Bacillus megatherium nadbytkem glukosy. Pro popis stavu
kultury jsme pouzili stejného oznadeni jako v tabulce 2.

Ve 12. hoding pfidéno Obsah vapniku I Procento spor
do kultury v burikéch ’ v kultute
Fysiologicky roztok (kontrola) 0,243 88,4 S
Glukosa (kontrola) 5 . 10—¢M 0,236 84,9 S
Glukosa (kontrola) 5 .10—3M 0,248 87,6 S
Cystin (1.10—* M) 0,029 41,3 P-DS
Cystin a glukosa (5 . 10—* M) 0,031 49,7 P-DS
Cystin a glukosa (5 . 103 M) 0,173 83,9 DS-8

Tab. 4. Vliv pfidéni sirniku sodného (koneéné koncentrace 1.10—4M) do raznd staré kultury na zapojo-
véni vépniku do sporulujicich bundk Bacillus megatherium. Popis stavu kultury je stejny jako v tab. 2.
Obsah vépniku v butikédch byl stanoven 24. hodinu kultivace.

Stafi kultury v okamiZiku Obsah vépniku v buiikdch Procento spor v kultufe
piidéni sirniku v hod. 24. hodinu kultivace 24. hodinu kultivace
10 0,232 69,4 kulatgjsich S
11 0,241 72,1 kulatéjsich S
12 0,176 66,2 DS-S
13 0,085 63,7 P-DS
Fysiologicky roztok (kontrola) 0,237 86,9 8

U kontrol doglo k normélni sporulaci a k pfevodu vépniku do bunék. U kultury
vyrostlé za piitomnosti cystinu prob&hla i po opétovném ptidéni cystinu sporulace
norméalng a buiiky zapojily do své struktury obvyklé mnozstvi vipniku. U kultury
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vyrostlé v mediu bez cystinu doglo po ptidéni této latky pied sporulaci k obvyklému
naruseni tvorby spor (v kultuie se nevytvoiilo vice nez 50 9, praespor az ,,defekt-
nich spor®) a mnozZstvi vdpniku v buiikdch zistalo nizké. Vysledky pokusii jsou
uvedeny na obrizku 11.

Silny nadbytek glukosy, ptidany soudasnd s cystinem, snizuje inhibiéni tdinek
této aminokyseliny na tvorbu spor. Do kultury Bac. megatherium jsme pied sporu-
laci (12. hodinu kultivace) pfidali jednak samotny cystin (1. 10-4 M), jednak cystin
s nadbytkem glukosy. (50 . 10-4 M a 5. 10-2 M). Do kontrolnich bandk jsme pridali
glukosu a fysiologicky roztok. Ve 24. hoding kultivace jsme mikroskopicky zjistili
stav kultury a v butikich stanovili obsah vapniku.

V kontrolnich baiikich doslo jak po ptidani glukosy, tak fysiologického roztoku
k normélni sporulaci a k zapojeni vapniku do bungk. V kultute, kam jsme pfidali
cystin samotny nebo s malym nadbytkem glukosy (5.10-4 M), doslo k shodnému
naruSeni tvorby spor a obsah vépniku v buiikich zistal nizky. V kultufe, kam byla
soudasné s cystinem pfidina glukosa ve znaéném nadbytku (50 . 10-4 M), se vytvorila
smés spor a ,,defektnich spor®, pii em2 spor bylo asi dvé tretiny z celkového podtu.
Také obsah vapniku v butikéch byl podstatng vysi. Silny nadbytek glukosy pridané
spolu s cystinem tedy zna¢né omezil inhibici tvorby spor touto aminokyselinou.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Pti sledovéni otdzky specificity tdinku cysteinu a cystinu na tvorbu spor jsme
zjistovali t6Z vliv mnoha jinych litek. VyzkouSeli jsme ndkteré aminokyseliny
(alanin, methionin, glutamovou kyselinu), glutathion a thioglykolét. Zadna z téchto
latek, pfidanych pred sporulaci do kultury, neovlivni tento proces. Sporulaci
neovlivnily ani anorganické sloueniny siry jako siran sodny, sirnatan sodny a sifi-
¢itan sodny. Pouze po ptidani sirniku sodného v koncentraci 1. 104 M do kultury
pied sporulaci dochazi k podobnému naruseni tvorby spor jako pii pouziti cystinu.
V tabulce 4 jsou uvedeny hodnoty vépniku a procenta spor ve 24. hodiné kultivace
u kultury, do které byl pridan sirnik sodny v rtznou dobu pied sporulaci. Nejvice je
ovlivnéna kultura, do niZ byl ptidén sirnik pied samotnou tvorbou spor (13. hodinu
kultivace). U kultur, k nimz byl ptidin sirnik v 10., 11. nebo 12. hodiné, vytvotilo
pouze asi 70 % bunék spory nebo ,,defektni spory*. Tonty CN~ ptidané v koncen-
traci 1.10-4M pied sporulaci, nemaji na tento proces tém&i vliv (Vinter 1956c).

Diskuse

Pfi sledovani wéinku cysteinu a cystinu na sporulaéni mechanismus jsme zjistili,
ze tyto aminokyseliny plisobi nejsilngji, jsou-li ptidiny pred samotnou tvorbou
spor, tedy v dobé, kdy uZ je ztejmé buiiky nemohou rychle metabolisovat.

Nejbéznéjii cestou rozkladu cystinu u mikroorganismi je pravdépodobné redukce
na_cystein (Kallio a Porter 1950, Romano a Nickerson 1954) a dale deaminace
a desulfhydrace této aminokyseliny. Z literatury je zndmo, %e prvni faze rozkladu
cysteinu je urychlovana ptidavkem glukosy (Tamiya 1951, 1954). Béhem naseho
studia vlivu cysteinu a cystinu na tvorbu spor Bacillus megatherium uveiejnili
Benigno, Visentini a Franceschini (1955) praci, ve které popisuji bakteriostaticky
G¢inek cysteinu viiéi E. coli. Tito autoli uvadji, e adin cysteinu je mozno zvratit
velkym nadbytkem pyrohroznové kyseliny.

Zasahy, o kterych se domnivame, %e vedou k rychlejsimu rozkladu cystinu, na
piiklad piizptsobeni kultury této aminokyseling, nebo mo#né zvySeni respirace
vlivem nadbytku glukosy, zvy$uji odolnost kultury vadi cystinové inhibici tvorby
spor.

Vysledky pokusit s obéma aminokyselinami a sirnikem ukazaly, %e v u¢inku téchto
litek je jista podobnost. Tato skutetnost by mohla nasvéddovat tomu, 7e uéinnym
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ginitelem pii inhibici tvorby spor jsou skupiny SH, at v podobé& cysteinu nebo siro-
vodiku.

Spory bacili obsahuji mnohem méng SH-skupin ne vegetativni buitky (Mortenson
a Beinert 1953). Cytochemickou metodou zjistil Widra (1956), Ze praespory Bacillus
megatherium a Bacillus mycoides obsahuji zvySené mno¥stvi SH-skupin, vdzanych
v proteinech, a %e pfi prechodu praespory ve sporu dochézi zfejm& k sniZeni jejich
mnozstvi. Je mo#né, Ze sniZeni obsahu SH-skupin v buiikdch b&hem sporulaéniho
procesu je jednim z mechanismi, které zaji§tuji spordm vysokou odolnost vii¢i fadé
$kodlivych ¢&initeld.

Domnivéme se, e p¥idéni sloudenin, které mohou zvysit obsah SH-skupin v buiice
at ptmo, nebo po rozkladu, miZe v tomto obdobi znaénych zmén v obsahu SH-skupin
narudit norméalni sled biochemickych reakei vedoucich k vytvateni spor.

Daléim mechanismem, ktery vede k zvySovéni odolnosti spor, je pfechod vipniku
do sporulujicich bundk (Curran, Brunstetter a Myers 1943, Powell 1953, Powell
a Strange 1956, Sugiyama 1951, Tinelli 1955a, b, Vinter 1956b, c¢). P¥i studiu tvorby
spor Bacillus megatherium naru$ené cysteinem nebo cystinem jsme zjistili, Ze pfechod
véapniku z media do bun&k je naruSen. Vapnik je ve sporach vézéin na kyselinu
2,6-dipikolinovou (Perry a Foster 1955, Powell 1953, Powell a Strange 1956, Tinelli
19554, b). Je moZné, %e pfi poruseni sledu praesporula¢nich mechanismi vyse uvede-
nymi latkami je narudena té% syntesa dipikolinové kyseliny a nedojde tedy k pfevodu
vapniku do bungk. Ve studiu inhibice tvorby spor Bacillus megatherium cysteinem
a cystinem budeme déle pokradovat.

Souhrn

1. P¥idani aminokyselin cystinu nebo cysteinu (kone¢na koncentrace 1.10-4M)
pred tvorbou spor do kultury Bacillus megatherium silné narusi tento proces. Zatatek
sporulace se opozdi a proces ustrne na delsi dobu ve stadiu praespor a utvari, které
jsme oznagdili jako ,,defektni spory‘‘. Inhibice tvorby spor je provézena omezenim
vstupu vépniku do sporulujicich bungk. , Defektni spory‘‘ neobsahuji vice vdpniku
nez vegetativni buiiky.

2. Utinek cystinu na tvorbu spor Bacillus megatherium zavisi na tom, v které
dobd kultivace byl pfiddn do kultury. Narufeni tvorby spor se projevuje teprve po
pridéni cystinu do kultury nachézejici se v predsporulaénim stadiu, a to tak, Ze ¢im
stardi je kultura v okamZiku p¥idéni, tim silnéjsi je idinek.

3. Kultivace Bacillus megatherium za pFitomnosti cystinu zvySuje odolnost
kultury vaéi idinku této aminokyseliny, znovu pfidané pied sporulaci.

4. Inhibici tvorby spor cystinem miiZeme &astetnd zvratit pfidanim zna&ného
nadbytku glukosy spolu s touto aminokyselinou.

5. Podobny inhibi¢ni udinek na tvorbu spor Bacillus megatherium jako cystein
a cystin vykazuje i sirnfk sodny.

Autor ddkuje Marii Soukové za technickou spolupraci.
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Cropoo6pasosanue Ganumma. 1V.

Bosjieiicrsue mucrennom m nuetnaoM Ha oGpasosanne cnop y Bacillus megatherinm
B. Bunmep
Peswowme

Ilpubasncuue x kyasType Bacillus megatherium aMuHOKECIOT HUCTHHA WM MUCTCHHA (B OKOH-
qaTesIbHON KouuerTpammu 1 . 10-4 M) mepex o6pasoBanueM CIOP CHIIBHO HAapyIIacT 3TOT IPOIECe:
HA4aJIo cnopoo0pasoBaHMS 3ala3/eBACT, M LPONECC HA JIOJITOE BPCMA TIPHOCTAHABIIMBAETCS
B CTauMu «Npecniop» m o0pasoBaRmii, KOTOPHE MBI Ha3Bald «IederTHBIME cnopammy. [lomasmenne
00pa3oBaHMA CHNOP CONPOBOKTAETCA OrPAHMTEHHEM IPOHMKHOBEHHS KAaJIBIHA B obpasymomue
cnopur KieTku. «/ledexTHrie cnopsn» copepyar Kanbums He Gosblue, 4eM BEreTATUBHLIC KJETKM.
deilctBue nucTuna Ha cmopooGpa3oBanue y B. megatherium sasmeur or TOro, B KaKoii mepuoj
KyabTuBanun oH Oni1 npubasiieH K KyJIbType: HapyleHue 06pasoBanAs CIIOP NPOABIACCTA TONBKO
nocijie NpnbaBICHUA IHCTHHA K KyJbType B IIpeAcnopoobpa3osarensuoil cragum. U wem crapme
KyJABTYypa B MOMEHT ero npubaBlcHHsS, TeM cwibHee JieiicrBume. Hyuasrusanusa B. megatherium
B NPACYTCTBMM IMCTHHA NOBBLIIIACT YCTORYMBOCTE KYJIBTYPH IO OTHOLIEHHIO K HOBOMY npnlan-
JICHMIO 9TOH aMUHOKMCJIOTH Nlepel cnopoobpasoBannem. Ilofassienne cnopooGpa3soBaHAA IIMCTHAOM
MOKHO yMEPHATS IIyTCM OJHOBPCMCHHOTO 1IPHOaBIICHIS 3HAYNTENILHOTO W30LITKA ITIoK03HL. IlogoGHoe

HOJIABIIAIOLIEE NeACTBUe, KaK IIMCTHH ¥ I{UCTeNH, OKa3hiBaeT Ha cmopoobpasopanue B. megatherium
¥ CepHUCTHIE HATPUIH.
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Obr. 1. Preparat z neovlivnéné vysporulované kultury, staré 22 hodin.

Obr. 2. Preparét z kultury, staré 22 hodin, do které byl 12. hodinu kultivace ptidén cystein.

Obr. 3. Preparat z kultury staré 22 hodin, do které byl 12. hodinu kultivace ptid4n cystin. Na snimeich
jsou vyznateny piiklady praespor (1) a ,,defektnich spor (2). Zvétseno 2000krat.
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Obr. 4. Normaélni volné spory v kultuie staré 82 hodin.

Obr. 5. Smés normélnich a kulatéj$ich spor z kultury, staré 82 hodin, k niz byl pfidan cystin 10. hodinu
kultivace.

Obr. 6. Volné spory z kultury, staré 82 hodin, k niz byl pfidan cystin 11. hodinu kultivace.
Snimky potidil za poufiti fazového kontrastu J. Fiala. Zvétseno 2000krat.
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Sporulation of Bacilli. 1V.

The Effect of Cystine and Cysteine on Spore Formation in Bacillus megatherium
V. Vinter
Summary

The addition of the amino acids cystine or cysteine (final concentration 1 x 10~4 M) to a culture
of Bacillus megatherium prior to the formation of the spores markedly disorganises this process. The
commencement of sporulation is delayed and the process is halted for a considerable time at the pre-
spore stage and that of formations which we have termed ,,defective spores*‘. Inhibition of spore forma-
tion is accompanied by a reduction in the uptake of calcium into the sporulating cells. The cells with
,.defective spores* do not contain more calcium than vegetative cells. The effect of cystine on the
formation of spores of Bacillus megatherium depends on the point at which it is added to the culture.
Inhibition of spore formation is manifested only when cystine isadded to the culture in the presporulation
period, the degree of inhibition being in direct proportion to the age of the culture at the moment when
the cystine is added. The cultivation of Bacillus megatherium in the presence of cystine increases
resistance of the culture to the action of this amino acid when added again prior to sporulation. Inhi-
bition of spore formation by cystine can be partially reversed by adding a considerable excess of glucose
together with the amino acid. Sodium sulphide has a similar inhibitory effect on the formation of spores
of Bacillus megatherium to that of cysteine and cystine.
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Vyznam shlukovaciho faktoru pro choroboplodnost stafylokoki

JIRT JOHANOVSKY
Mikrobiologické oddéleni, Biologicky tstav, Ceskoslovenska akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Dodlo 13. 10. 1956

Tvorba koaguldsy je pokladina vieobecnd za nejspolehlivéj$i prikaz chorobo-
plodnosti stafylokokii a jeji uréeni je nezbytnou a osvéddenou metodou diagnos-
tickou. Prisuzuje se ji té% znadnd role pii vzniku stafylokokové infekce (Smith
a sp. 1947, Boake 1956). Vedle vlastniho pritkazu koagulasy je ¢asto provadén i jiny
test, aglutinace plasmatu na sklitku, s témét tplnou korelaci (Cadness-Graves
a sp. 1943, Lukes a Wagner 1954). Teprve neddvno bylo prokdzano, %e za tuto
reakei odpovida nikoliv koagulasa, nybrz jind litka, Gdinkujici odchylnym mecha-
nismem a s jinymi antigennimi vlastnostmi, t. zv. shlukovaci faktor (clumping
factor — Duthie 1954).

Pokusili jsme se o objasnéni vyznamu shlukovaciho faktoru pro vznik a pribéh
experimentalni stafylokokové infekce, a to podle odchylného pribshu infekce na
riznych pokusnych modelech p¥i pouziti stafylokokovych kment se shlukovacim
faktorem a kment, jim?% tato latka chybi.

Materidl a metody

U pouZitych kmenu jsme zjistovali kvalitativns a v&tSinou i kvantitativnd tvorbu x toxinu, & lysinu,
specifického leukocidinu (Johanovsky 1957), hyaluroniddsy (MCP testem), fibrinolysinu (Lack a Wailing
1954) a lecithindsy (Gillespie a Adler 1952). Shlukovaci faktor jsme zjistovali orientaén® aglutinaci
v kréli¢i plasmé na sklitku s kontrolami na autoaglutinaci a kvantitativné ve zkumavkéch na tfepadee
{Duthie 1954). Tvorbu koagulésy jsme zjistovali béZnym zptisobem v plasmé krali¢i a lidské, fedsné 1 : 5.
V pokusech bylo uzito celkem 15 kment: tvoticich shlukovaci faktor a 8 kment bez shlukovaciho fak-
toru. Ostatni vlastnosti byly u pouZitych kment vyjidfeny riznd intensivnd, bez zévainych rozdilt
mezi obéma skupinami.

K infekei jsme poutili danych kment vidy v kultufe staré 4 hod., smyté s krevniho agaru a standar-
disované fotometricky. Bilé my3ky jsme infikovali intraperitonealnd a kraliky (¢incily) intradermélné.
Letalitu pro mysky jsme uréili v opakovanych pokusech jako dévku s 50 9, Gmrtnosti, nebo z rozmezi
ddvek smrtelnych ve 100 9, a nesmrticich. K tomuto druhému vysledku dochézelo asto i pit rozdilu
velikosti ddvek pouze o 50 9, (na pf. 100 a 150 miliona mikrobu). Hodnoceni zanétlivych reakei viz
Johanovsky (1956a); idaje o plodné velikosti byly zjistény vypottem z velikosti dvou na sebe kolmych
praméra. Materidl ze stfedu koZni lese jsme odbirali po nafiznuti kiZe bakteriologickou klitkou, vidy
tfikrdt, a kultivovali na krevnim agaru. Jestlite se potet vyrostlych kolonii v nékteré z téchto tii
kultivact lisil o vice nez 100 9, od jejich praméru, byl cely vysledek jako metodicky nespolehlivy
vytazen z hodnoceni (asi 15 9, ptipadi). Produkee toxinu z isolovanych kmenii byla zjiitovéana pomoci
kultivace na celofanu.

Vysledky

V prvych pokusech jsme zjistovali, jak se lisi u mySek choroboplodnost kmenu
normalnich a kment netvoticich shlukovaci faktor (tab. 1). Ukdzalo se, ze vyssi
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choroboplodnost z4visi jednak na intensité tvorby a toxinu, jednak na piitomnosti
shlukovaciho faktoru. Kmeny bez shlukovaciho faktoru jsou ptes positivni tvorbu
ostatnich toxind a enzymi o néco méné patogenni.

Tab. 1. Vliv tvorby & toxinu a shlukovactho faktoru na velikost smrtelné divky stafylokokt pro my3ky.
V tabulce uvedena velikost smrtelné davky jednotlivyeh stafylokokovych kmeni v milionech mikroba.

Tvorba & toxinu
Shlukovaci faktor
1:80 — 1:640 | 1:2560 — 1:10240
+ 120 160 200 40 80 100 120 120
200 400 500 120 160 160 160
— 160 500 800 1000 120 160 160 300

Tab. 2. Pramérné trvéni a rozsah zén&tlivych reakei po intradermélni infekei kraliku stafylokokovymi
kmeny s ruznou tvorbou shlukovaciho faktoru. V pokuse 8 kmeni positivnich, 4 negativni, celkem
316 koznich testu.

] Shlukovaci Relativni zmény velikosti zandtlivé reakce mezi jednotlivymi dny
faktor 1.—2.den ‘ 1.—3. den l 2.—4. den ‘ 4.—17.den
+ 173 4 489, l 254 + 96 9 ‘ 101 + 27 9% 46 4 169,
l - 83 1319 ’ 55 4 139 ‘ 31+ 169, | nelze hodnotit

Tab. 3. Podet mikroba ziskanych v jednom z pokust p#i kultivacich z kiZe krélikt infikovanjych kmeny
tvoiicimi a netvoricimi shlukovaci faktor. Dédvka 40 miliont mikrob intradermélng,
&isla od 50 zaokrouhlena.

Doba kultivace Shlukovaci faktor
po vstiiknuti infekce pfitomen nepfitomen
0o 0 00 0 00 O0O0O0O
3 3 1 2 2 3 3 4 8
48 hod. 22 25 50 90 90 21 30 40 42 50 60 85 90
120 120 130 130 150 170 170 120 150
180 190 190 210 240 370 420
0o 0 0 00000000000
113 3 5 6 6 8 10 1111228
96 hod. 12 15 15 15 15 20 20 -
32 50 60 60 80 80 17 25 30 50 60
110 120 200 110

Opakovali jsme té% pokusy (Smith, Hale a Smith 1947) o vlivu vsttiknuti koagulo-
vatelného plasmatu na infekénost stafylokokdt u mysSek. ObdrZeli jsme negativni
vysledky. Z celkem 148 mysek naotkovanych stafylokoky spolu s krali¢i plasmou
uhynulo 128, pfezilo 20 a v kontrolni skupiné, které bylo vsttiknuto misto plasmy
krali¢i serum, uhynulo 122 a pieZilo 26 mySek.

Dalsi pokusy jsme konali na kralicich na modelu intradermalni infekece. Zjistili
jsme, Ze p¥i prosté infekei a sledovéni vzniku nekrosy neni za 24 a 48 hodin podstat-
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ného rozdilu mezi nadimi skupinami kment; vznik nekrosy je zavisly predevsim na
tvorbé a toxinu. Proto jsme zvolili jiny postup, a to intradermalni infekei davkou,
vedouci pouze ke vzniku reakce zanétlivé a jen ojedingle téz k nevelkym nekrosim.
Zmény zéndtlivé reakee jsme sledovali makroskopicky denné po dobu jednoho tydne
a vyjadrili relativné v procentech jako zvétieni nebo zmenseni reakce vzhledem
k predchozimu odéitani (tab. 2).

Tab. 4. Vliv tvorby shlukovaciho faktoru na schopnost stafylokokd udriovat se po intradermalni
infekei v ku#i krélika. Souhrn viech pokusi, v tabulce uveden potet piipada s danym vysledkem.

Shlukovaci Potet kultivovanych mikrobu ‘
faktor 0 ’ 1-10 | 11—100 | 101—1000

|

. e

- 27 ~ 35 ] 39 ’ 25 ~

Tab. 5. Zmény intensivnosti hemolysy v prabshu infekce u kmenii s raznou tvorbou shlukovaciho fak-
toru. V tabulce potet piipada s danym vysledkem. Vyklad znadek: 4 4- zona hemolysy 2—3 mm, + zona
0,56 —1 mm, 4 hemolysa pouze pod kolonii.

Intensita hemolysy C In‘t;en;ziirtﬁ, Oﬁiﬁﬁ;}ésy
Shlukovaci faktor pred infekei :(lals{:‘;n z inﬁkolx)mného organismu C:;:;eén \
++ |+ | = 4+ | | - |
+ 17 6 ‘ 1 24 27 17 ‘ 13 l 7 66 {
. 14 6 ’ 0 20 6 4 l 10 1 13 33 ’E

Tab. 6. Zmény titru d lysinu v pribshu infekce u kmenti s rznou tvorbou shlukovaciho faktoru.
V tabulce potet piipadd s danym vysledkem.

! Titr ¢ lysinu u kmenu
) Titr § lysinu pied infekei . isolovanych
Shlukovaci Celkem i, jnfikovaného organismu Celkem
faktor 110 L 160 pokusi i 1:40 1 : 160 pokusi
0-1:201 "7 g0 | —1:320 [0=1:200 180 | —1:320
+ 4 10 2 16 4 14 5 23
- 2 5 1 8 | e 7 1 14

Infekce kmeny, netvoficimi shlukovaci faktor, se lisi od prabéhu infekce kmeny

s touto latkou. Nejvétsi reakce jsou v prvém piipadé za 24 hodin, pak se jejich
rozsah rychle zmensuje. Naopak kmeny, tvorici shlukovaci faktor, vyvolavaji
nejsilnéjsi zanétlivou reakeci druhy a tieti den infekce a jeji zanikani je zpomaleno.
Podobny vysledek jsme obdrzeli i v téch nékolika mélo ptipadech, kdy doslo ke
vzniku nekrosy.

V péti pokusech, celkem na 18 kralicich, jsme provedliza 2—4 dny po infekei sou-
¢asné u obou skupin kment kultivaci z koznich lesi se stanovenim poctu vyrostlych
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kolonii. Vysledek ukazuje, Ze del§imu trvani a intensité zanétlivych reakei u kment
se shlukovacim faktorem odpovid4 i vétsi podet kultivovanych mikrobli. V zdnétli-
vych lesich, vyvolanych kmeny bez shlukovaciho faktoru, nachézime podstatné
dastéji jen ojedinglé mikroby nebo kultivaci zcela negativni (tab. 3 a 4).

Kultivované mikroby se li¥i nejen podtem, ale i kvalitativnimi vlastnostmi.
U skupiny kmenti bez shlukovaciho faktoru je v primokultufe z infikovaného orga-
nismu sniZena oproti pivodnimu stavu tvorba a toxinu, uréend podle zony hemolysy
na agaru s kraliéi krvi (tab. 5). P¥i produkei toxinu z isolovanych kment nachdzime
nejvyrazndjéi zmény v titru 3 lysinu, a to opét sniZeni u kmeni bez shlukovaciho
faktoru (tab. 6). Je tieba zduraznit, Ze zde jde nikoliv o primarné rozli¢nou tvorbu
téchto latek, nybrZ o zmény, k nim# dochézi v pribéhu infekéniho procesu.

Diskuse

V této praci jsme si kladli otdzku, jakou widast mé shlukovaci faktor na pribéhu
stafylokokové infekce u pokusnych zvifat. Pracovali jsme se dvéma skupinami
kmenii s plnym toxickym a enzymatickym vybavenim, aviak liSicich se v tvorbé
shlukovaciho faktoru. Zjistili jsme, Ze kmeny bez shlukovaciho faktoru se lisi ve své
choroboplodnosti od kmeni tvoficich tuto latku. Castetnd sniZens patogennost se
ukézala pti letalni infekei mysek a jasné rozdily pfi mistni infekei u kralikdi. Na tomto
modelu jsme zjistili u kompletnich kmenti oproti kmenéim bez shlukovaciho faktoru
del¥i trvani zanétlivych reakeci. V souhlasu s tim nalézdme v nich vétsi mnoZstvi
prezivajicich mikrobii a tyto mikroby si uchovavaji plnou toxigennost; kmeny bez
shlukovaciho faktoru rychle mizi ze zénétlivych lesi a kultivujeme je v oslabeném
stavu, se sniZenou nebo vymizelou tvorbou toxickych latek (viz i Johanovsky
1956b). Z vysledkd vyplyva, ze shlukovaci faktor mé reidlny vyznam pro chorobo-
plodnost stafylokokt. Podobn& zjistili Selbie a Simon (1952) pfi intramuskuldrni
infekei mysek, %e kmeny se silnou tvorbou shlukovaciho faktoru vytvafeji o néco
vétdi otok nez kmeny se slabou tvorbou této latky. Jako u mnoha jinych autory,
ukazuji sousasné nase vysledky nesporny a dasto rozhodujici vyznam tvorby a toxinu
pro infekei pokusnych zvirat.

Prozatim nelze rozhodnout, zda v diivéjsich tdajich o choroboplodnosti stafylo-
kok tvoiicich koaguldsu (Smith, Hale a Smith 1947) se prokazuje skutetné vyznam
tvorby koaguldsy, nebo zda se uplatiiuje soudasné pfitomny shlukovaci faktor.
Zvlast proto, ze ani Lack a Wailing (1954), ani my jsme nemohli potvrdit udaj
o zvyseni choroboplodnosti stafylokokd pro mys3ku pii soudasném vstiiknuti
koagulovatelného plasmatu. Nizkou choroboplodnost pro mysku lze daleko lépe
vysvétlit pomérné malou vnimavosti mySek k letdlnimu déinku stafylokokového
toxinu. Pro povrchovy charakter shlukovaciho faktoru a jeho vztah k analogickym
latkdm u streptokokd skupiny A (Duthie 1955) je pravdépodobné, Ze spiSe shluko-
vaci faktor a nikoliv vlastni koaguldsa odpovid4 za uvadénou odolnost patogennich
stafylokoki k fagocytose a jejich schopnost piezivat uvnitt leukocyti (Hale a Smith
1945, Rogers a Tompsett 1952, Tompsett 1954).

Shlukovaci faktor je antigen bunéény a je z v&tsi ¢asti zachovan pii usmrceni
mikrobii formolem nebo zaht4tim, jak jsme zjistili v jinych pokusech. Jeho vyznam
pro choroboplodnost stafylokokii ukazuje na mozZnost jeho tlohy pfi vytvifeni
alespoti nékterych forem protistafylokokové imunity.

Souhrn

1. Pokusili jsme se zhodnotit vyznam t. zv. shlukovaciho faktoru pro vznik
a prabéh stafylokokové infekce. Infekci jsme provadéli kmeny tvoficimi koagu-
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lasu, toxin a ostatni &initele stafylokokové choroboplodnosti, avsak ligicimi se
v tvorbé shlukovaciho faktoru.

2. Pii intraperitonedlni infekei bilych mysSek jsme zjistili, ze velikost smrtelné
davky souvisi jednak s tvorbou a toxinu, jednak s p¥itomnosti shlukovaciho faktoru.

3. Pri intradermalni infekci kraliki jsme zjistili, Ze mikroby tvotici shlukovaci
faktor vyvolavaji na rozdil od kment bez této latky zanétlivé reakce delsiho trvani,
pretrvavaji v nich déle a ve vét3im poétu a zachovavaji vice a déle nez kmeny bez
shlukovaciho faktoru v infikovaném organismu svoje toxigenni vlastnosti.

4. Z vysledki vyplyva, Ze shlukovaci faktor ma vyznam pro nékteré formy stafy-
lokokové infekce u pokusnych zviiat.

Za technickou spelupréaci dékuji M. Buridnové.
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3dHaveHHe XJonbeobpasymomero paxropa (clumping factor)
IJIA IIATOTEHHOCTH CTAaPUIIOROKKOB

I0. lloeanoccruii
Peswwye

Lonijl IPOH3BCIeH ONLIT OLECHKY 3BHAYCHNA T, H. XJonbeoOpasyomtero gaxropa (clumping factor =
slide test for coagulase) mra Bo3HuKHOBeHus 1 Teuenue craPuIOKOKKOBOH Underimu. Mndexuus
BBIBLIBAJIACE HEJILIM PAXOM INTAMMOB, 00pA3ylomuX KOarysady, TOKCHH M OCTIbHEC (QAKTOPLI
HATOTEHHOCTH CTaQMIOKOKKOB, HO OTAMYAIOIXCA APYr OT Jpyra no obpasosavmio ¢axropa
Bhinafiennss xJjonbes. Iipm BuyTpuOpromwHol mEpexkmuH GesibiXx Mbumeit OLIIO YCTAHOBJICHO, YTO
CMCPTHOCTE (BeJINYMHA CMEPTEJIBHOH Z03LI) BABUCHUT KAK OT BLIENeHNs alb(a-TOKCMHA, TaK M OT
Ha/uuA Xjonbeobpasylomero ¢axropa. IIpm 3apaskeHuM KPOJIMKOB B KOMY OBLIO OTMCYEHO,
4TO MHKPOOH, BHIICIAIOME XJI0NbeoOpasyomuil Gartop (B OTIHIHE OT WITAMMOB, HE BLIICIFIONHX
aT0oro BemecTBa): 1. BHBLBAT 0osiee MIHTENBHYH BOCHAJNTCABHYIO PCAKUMIO, 2. COXPAHAIOTCS
B BOCHIAJICHHOU TKAHH NOSIbIIe M B GOJIBIICM KOJTMYeCTBE, 3. HOCIe maccaa in vivo obpasyior cpaBun-
TeJIbHO GoJiplliee KOJIMIECTBO albPa-TOKCHHA M JC/IbTa-JIM3HHA. VI3 Pe3yABTATOB OTILITOB BEITCKACT,
4TO XJlombeoSpasyomuii PaKTOp MMeeT ONPEIEICHHOC 3HAYCHHC A HeRoTOphX dopm cradmiio-
KOKKOBHIX MHQCKIMI y TaG0pPaTOPHLIX JKEBOTHLIX.
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The Significance of the Clumping Factor for the Pathogenicity of Staphylococci
J. Johanovsky
Summary

Experiments were carried out for evaluating the importance of the clumping factor in the development
and course of staphylococcal infection. Infection was produced using a series of strains forming coagulase,
toxin and the other factors of staphylococecal pathogenicity, but differing in the formation
of the clumping factor. In intraperitoneal infection in white mice it was found that the size of the lethal
dose depended on the formation of alpha toxin and on the presence of the clumping factor. In intrader-
mal infection in rabbits it was found that the micro-organisms forming the clumping factor, as compared
with strains in which it is absent, produced inflammatory reactions of longer duration, persisted in these
for a longer period and in greater numbers and after passaging in vivo formed a relatively larger amount
of alpha toxin and delta lysin: strains without the clumping factor did not develop it. The results
demonstrate that the clumping factor is of significance for some forms of staphylococcal infection in
experimental animals.
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Pienos tvorby protilatek bunikami polymorfonukledrniho exsudatu

JAROSLAV STERZL
Mikrobiologické oddsleni, Biologicky ustav, Ceskoslovenské akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Malek

Doslo 16. 10. 1956

V diivéjsich pracich jsme prokéizali u hyperimunisovanych zviiat, e z bunék
polymorfonuklearniho exsudatu nékolikrat promytych bylo mozno extrahovat
mrazenim a tanim bilkoviny, které se vazaly se specifickym antigenem. Charakter
téchto bilkovin nebyl plné totoiny se serovymi protilatkami, byla-li sledovana
rychlost pohybu elektroforeticky za ruznych pH. Po imunisaci jednou davkou
antigenu jsme protilatky v polymorfonuklearech prokazovali jen v kratkém ¢asovém

obdobi po imunisaci — za 6 dni (Sterzl 1952, 1954).

V poslednich pracich zjistujeme ptitomnost vytvaiejicich se protilatek v tkanich
jejich pfenosem na neimunisované piijemce, ktefi nereaguji sami na antigen tvorbou
protilatek (zvirata ozafend X-paprsky, pétidenni kraliti mladata — Sterzl 1955).
V této praci pouZivame stejného postupu k revisi diivéjsich vysledku, ze kterych
jsme usuzovali na tvorbu protilatek i v buitikdch polymorfonuklearniho exsudatu.

Materidal a metody

Polymorfonukledrni exsudat piipravujeme naplni normélnich a imunisovanych kralika 300 — 400 mi
fysiologického roztoku intraperitonealné. Za 4—5 hodin po néplni vypoustime exsudat a buiky sedi-
mentujeme centrifugaci pfi 500 obr./min. Bundény sediment propirdame tfikrat Zelatinovym fysiolo-
gickym roztokem. Podet bunék je béhem propirani upraven priblizné podle zdkalu na 20—30 tisic v pl,
potom pfesné stanoven poéitanim v Biirkerové komurce. U kazdého exsudatu d&lame natér a diferen-
-cidlni rozpocet ze 100 bungk. Presné jsou uréeny polymorfonukledry a typické lymfocyty; ostatni butiky
peritonealniho exsudétu vzhledem k nesnadné presné diferenciaci shrnujeme do jedné skupiny jako
makrofagy. Po ¢tyfhodinové peritonealni naplni kralikti méme v exsudatu pramérné pouze 5— 20 9,
jinych bunék neZ polymorfonukledra. Jako déarci jsme pouzili dospélych kralika (2 —3 kg), které jsme
imunisovali Salm. paratyphi B. inaktivovanou teplem 1 hod. pii70°C1i.v. Poéet davek a intervalii mezi
déavkami je pfesn® popsén u jednotlivych obrazka. V pokusech, v kterych jsme isolovali butiky z neimuni-
sovanych zvifat a smisili 8 antigenem in vitro, jsme rovnéZ pouzili antigenu paratyfového. Mno#stvi
slezinnyeh bunék v pokuse a mnoZstvi antigenu p¥iddvaného k buitkdm in vitro je stejné jako v praci
jiz publikované (Sterzl 1957). Presn¢ jsou vsak tyto tdaje uvedeny i u jednotlivych pokusiu v popise
k obrazkam.

Serum, jehoZ jsme pouzili k adsorpei na butiky peritonealniho exsudatu a pro pokusy s pasivnim
pienosem protilatek krali¢im mladatam, bylo kraliéi serum ziskané imunisaci stejnym kmenem Salm.
paratyphi B, jeho% jsme pouzili jako antigenu. Titr sera 1:400 nebyl niz$i nez titr protilatek v seru
kteréhokoliv z ddrei, od nichz byly ziskdny z peritonedlniho exsuditu butky.

Proprané a na uvedeny pocet koncentrované buiiky byly pieneseny intraperitonealné 5 dni starym
kralicatum, kterym byla odebirdna krev kardidlni punkei. Intervaly odbéra jsou ztejmé z jednotlivych
-obréazki. Presny metodicky postup pii stanoveni protilatek u kralidich mlidat jsme jiz popsali (Sterzl
1955). Aglatinace byly uloZeny v lednici a odeditany za 4 a 6 dni.
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Vysledky

Pfenos bunék polymorfonukledrniho exsudatu ziskanych z kraliki v raznych
dasovych intervalech po imunisaci jednou davkou antigenu

Celkem jsme provedli 11 pokust s ptenosem na 57 mladat z 11 vrha. Kralici byli
imunisovéni 1 ml bakterijniho antigenu i. v. a byl u nich vyvolin peritonealni
exsudat v rizném dasovém obdobi po imunisaci. Ke kazdému pokusu jsme pouzili
vidy zvlastniho darce. Exsudaty jsme pfipravili u kralika po 2, 3, 4, 5, 6, 7 a 8 dnech

I

22 °
Obr. 1. Tvorba protildtek po pfenosu na mlédata butikami pe- g s
ritonedlniho exsudétu dérce (kralika) imunisovaného jednou 161
dévkou antigenu (10% mikroba). Osa 2: dny po imunisaci, kdy o § o
byl vyvoldn peritoneélni exsudat a ziskény buiky. Kazdy
pHjemce je vyznaden jednim bodem. Osa y: hodnoty protildtek; 4 § 8
jsou zaznamendny vidy nejvyssi titry protildtek dosaZené b&hem N .
10 dni po pFenosu. Zéznamy jsou jen u téch zvifat, kterd pretila g _

a z nich% jsou v3echny odbéry krve. L. 3§ § s g_é 8 |
1t 2 3 ¢ 5 6 7 8
5 Obr. 2. Normélni kralik imunisovén 1ml (108

mikrobt)) 4 dny pfed vytvofenim peritonedlniho
exsudétu 400 ml fysiologického roztoku. Exsudét
po 5 hodindch punkei vypuitén a zcentrifugovén.
Exsudétové tekutina zbavend bundk lyofilisovédna
(120 ml) a rozpudténa v 6 ml. Aglutinaéni titr kon-
centrované exsudatové tekutiny 1 : 18, serum kra-
lika 1 : 64. Butiky promyty a 1 ml (228 . 10® bun&k)
injikovén krali¢atim i. p. Proveden extrakt bundk
mrazenim a tdnim, aglutina&nf reakee extraktu
negativni. Rozpodet bunék: polymorfonukledry 82,
= I lymfocyty 17, makrofagy 1. Osa x: stdfi kralitat
Sosng w8 B oF N ve dnech, osa y: titr protilatek.

od podatku imunisace. Pfehled vysledkti pienosu bunék polymorfonukledrnich
exsudatd je na obrazku 1. Ukazuje se, %e nejéastéjsiho positivniho prikazu proti-
latek jsme dosahli pfenesenim bun&k peritonedlniho exsudatu isolovaného z kraliku
4 a 5 dni po imunisaci. Priib&¢h tvorby protilitek pfenosem bundk odebranych
z kralika 4 dny po imunisaci je na obrazku 2. Srovnidvime-li vysledky s témi, které
dosahujeme pFenosem bungk sleziny (Sterzl 1955, 1957), jde v souasnych pokusech
pienosem bungk polymorfonukledrniho exsudatu o tvorbu méné pravidelnou a dasové
velmi omezenou.

Pfenos bunék polymorfonuklearniho exsudatu ziskanych z opakované
imunisovanych a revakcinovanych zvifat

Ve &tytech pokusech jsme jako darcd pouzili kralikd, ktefi byli nékolikrat opako-
vané imunisovéni. Pfenos byl uskutetnén na 32 krali¢ich mladatech. Na obrazeich
je v jednom p¥ipadé (obr. 3) uveden piiklad pfenosu bunék z revakcinovaného zvi-
tete, obr. 4 ukazuje vysledek pienosu bunék z opakované intensivné imunisovaného
dérce. Imunisaéni davky jsou uvedeny v popisu k obrazktm. V té&chto pokusech, p¥i
srovnéni s imunisaci jednou dédvkou, bylo ndpadné zvySeni intensity tvorby proti-
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latek u pfijemen, jeji del$i trvani a standardnost. Zvlasté napadnéd je intensivni
a uniformni tvorba protilatek pii prenosu bunék z opakované intensivné imuniso-
vaného darce. Srovnani rozpo¢tu bunék peritoneilnich exsudati jednou a nékolikrat
imunisovanych zvifat ukazuje, Ze intensivni tvorbu protilatek v téchto poslednich
pokusech nelze vysvétlit jinym procentualnim zastoupenim typt bunék v perito-
nealnim exsudatu.

Obr. 3. Kralici ¢. 801, 802, 803, 804, narozeni 7. XII.
1954, injikovéni 5. den Zivota nukleoproteidovymi
frakcemi; 12.IV. 1955 revakeinovéni 1 ml Salmonelia
paratypht B 1. v. (107 mikrobua), 9. V. 1955 1 mi
(2. 10% mikrobu); 10. V. 1955 provedena népln
kralika fysiologickym roztokem, bunky po promyti
injikovény krali¢atim v mno#stvi 1 ml (40 . 10 bu-
n*k). Rozpodet bunék exsudétu z kralika ¢. 801: po-
lymorfonukleéry 88, lymfocyty 6, makrofagy 6; — ¢.
302: polymorfonukleary, 91, lymfocyty 9, makro-
fagy 0; — &. 803: polymorfonukledry 90, lymfocyty 8,

Y oy makrofagy 2; — ¢. 804: polymorfonukledry 82,
5 80K 17 2 25 30 35 lymfocyty 8, makrofagy 10. — Kralidatam &. 201 a
202 injikovédn 1 ml leukocytu darce ¢. 801 — plné,
krali¢atiim 203 a 204 leukocyty dérce &. 803 — &arkovans, &. 205 a 206 leukocyty dérce &. 804 — &er-
chovang, &. 207 a 208 leukocyty &. 802 — &arka dv® tedky, kontrola bez vpichu — dvé éarky, dve tetky.

Osa z: stafi kralidat ve dnech, osa y: titr protilatek.

Obr. 4. Kralik &¢. 42 imunisovén od 30. 9. 1955 do
30. 1. 1956 t¥ikrat tydns. Nejprve sedmi dévkami ]
suspense 10® mikronti v ml, déle 20 ddvkami 2 . 10¢
mikrobt v ml. 3 dny po posledni injekei ud&lan
peritonealni exsudét néplni 400 ml fysiologického 44
roztoku. Po 5 hod. exsudét vypustén a burniky odcen-
trifugovéany. Supernatantni tekutina (80 ml) vysuse- 2
na lyofilisaci, rozpusténa 5 ml destilované vody a dia-
lysovéna proti fysiologickému roztoku. Aglutinace
v koncentrované tekutiné negativni. 1 ml promyté
suspense bundk (24 .10° bunék) injikovan 5 dni starym krali¢atim i. p. Diferencialni poget: poly-
morfonukleary 82, lymfocyty 6, makrofagy 12. Osa z: dny Zivota kralitete a odbdry krve, osa y: titr
protilatek v krvi mladdat.

5 9mm KB 18 28 2 30 35

Pienos bunék polymorfonukleirniho exsuditu neimunisovanych zvifat po smiseni
s antigenem in vitro

Provedli jsme celkem 6 pokust s prenosem na 40 mladat. Vychdazeli jsme ze zkuSe-
nosti, Ze smisime-li s antigenem in vitro buiiky, které maji schopnost ménit svij

6 Obr. 5. Normdlni krélik naplnén 500 ml fysiolo-

gického roztoku. Buriky exsudétu pétkrét promyty
6| fysiologickym roztokem. V 1 ml 228.10° bunék.

Po propréni builky smiseny s antigenem, na jednu
bunku exsuddtu 2 mikroby Salmonella paratyphi B.
Smés injikovéna i. p. kralitatim. Osa z: dny Zivota
kréalicete a odbéry krve, osa y: titr protildtek v krvi

- ——— J . i mladat.
5 8101214 172 2 25 30 35

metabolismus (na p¥iklad buiiky sleziny), mohou tyto po pfenosu intraperitonealné
mlddatim vytvotit protilatky (Sterzl 1957). Isolovali jsme proto butiky peritonel-
niho exsudatu normalnich zvifat, smisili jsme je s antigenem a ptenesli intraperito-
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nealné krali¢im mladatim. Ani v jednom z pokusii jsme nezjistili tvorbu protilatek
v prvém obdobi po pfenosu. Zaznam jedné skupiny (obr.5) ukazuje, Ze proka-
zujeme protilitky teprve v dobé, kdy mlidata sama aktivné reaguji na antigen.

Ptenos leukocytii neimunisovanych zvifat inkubovanych in vitro s imunnim serem

Je-li ptenos tvorby protildtek butikami polymorfonukledrniho exsuditu skute&ns
tvorba, anebo jsou-li serové protilatky na butiky pouze adsorboviny, snaZili jsme se
zodpovédet jiz v difvejiich pokusech (Sterzl 1952). V nyndjsich pokusech, ve kterych
pouZivdme k pritkkazu tvorby protilitek prenosu bundk, jsme provedli kontrolni
pokusy stejnou metodou. Adsorbujeme na isolované buiiky peritoneélniho exsudétu
zndmé mnoZstvi serovych protilatek, buliky propirdme t¥ikrit Zelatinovym fysio-
logickym roztokem a pfenaSime intraperitone4lné mladatim. Provedli jsme celkem
3 pokusy pfenosem na 25 mlidat. V Z4dném piipadé jsme nezjistili protilatky ani
u mléddat, ani v extraktech leukocytii. Podrobny popis jednoho z provedenych

Obr. 6. Normalni kralik naplnén 450 ml fysiologického rozto-
ku, exsudét vypustén po 5 hodindch. Diferencidlni rozpotet: 4
polymorfonukledry 86, lymfocyty 10, makrofégy 4. Po pro-
myti v 1ml183. 105 bungk. Builky pfeneseny 2 mlédatam — 2
tarkovand. Zbytek centrifugovén a suspendovédn do stejného
objemu imunnfho sera proti' Salmonella paratyphi B, titr
1: 400. Inkubace se serem 30 min. pfi 37° za ot4&ent 30 obr./min.
Po inkubaci serum odstran®no a zjistovan v ndm znovu titr
protilatek, ktery se nezménil. Sedimentované buiiky ttikrét proprdny a suspendovany do vychoziho
mnoZstvi tekutiny. Potet bunsk v 1 ml 176 . 105, 1 ml bun&k injikovén i. p. kréli¢im mlédatam —
znadeno plnd. Z 2 ml suspense leukocytt ud&lén extrakt mrazenim a ténim; aglutinadnf reakce
extraktu negativni.

pokusii je u obrazku 6. Rovné% jsme nezjistili po inkubaci bunék se serem znémého
titru sniZeni titru protilatek, t. j. vysycovani butikami. Negativni prikaz protildtek
pfi pfenosu je pochopitelny, kdy% jsme nezjistili protildtky ani p¥{mo aglutinadnd
v extraktu bun€k; pasivni pfenos sera uvedeného titru 1 : 400 dokazujeme v seru
mlédat tehdy, je-li injikovin 1 ml koncentrovaného sera a zfedéného 1 : 10. Po vpra-
veni 1 ml sera fedéného1 : 100 jiz protilétky v krvi mldd&te serologicky pravidelns
neprokazujeme. Je proto moino uzaviit, %e zistane-li na polymorfonukledrnich
leukocytech adsorbovéno n&jaké nepatrné mnozstvi jiz hotovych protildtek, potom
tyto protilatky po pfenosu na mladata serologicky v jejich krvi nelze prokézat.

Bylo by viak mo#né, Ze i serologicky prokazatelné mno¥stvi protildtek, které se
adsorbovalo na butiky, se dostdvé b&hem piipravy extraktu mrazenim a ténim do
vazby s nékterymi komponentami bundk a ztrici serologickou tudinnost. V tom
ptipadé¢ bychom protilitky, atkoliv by byly pfitomny, serologicky neprokazovali.
Tuto moznost jsme ovéfili smifenim centrifugované suspense bunék (v 1 ml 30 . 108
bunék), ziskanych z kralitfho exsudatu, se stejnym objemem sera uvedeného titru.
Cast bungk jsme rozrusili mrazenim a tinim’ ihned po smiSeni se serem, &ast po
inkubaci 37 °C po dobu 30 minut. Titr protildtek v seru se nezmé&nil ani prostou
inkubaci, ani tim, Ze jsme buiiky s protilatkami smisili a rozrusili. Tim dokazujeme,
Ze bunéné komponenty se nevéii se serovymi protildtkami tak, aby maskovaly
jejich serologickou aktivitu.

Z téchto kontrolnich pokust uzavirdme, %e predchozimi pokusy zjisténd tvorba
protildtek po ptenosu bunék polymorfonukledrniho exsudatu mlédatiim je vyrazem
biologické aktivity bunék a neptedstavuje pasivni pfenos jiz vytvofenych proti-
latek. : :
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Diskuse

Literarnd jsme otdzku tvorby protilitek a spojeni s uréitymi typy bunék pie-
hlédli jiz v diivéjsi publikaci (Sterzl 1954, str. 45—51). Ukazali jsme, Ze Fada autorta
spojuje tvorbu protilitek jen s urditymi typy bunék. V posledni dobé, predevsim
od praci severskych autorti (Bjorneboe, Gormsen a Lungquist 1947, Fagraeusova
1948) a prace Ehrichovy (1949), povazuji néktefi za hlavni misto tvorby protilitek
butiky plasmatické (na pf. Coons a sp. 1955, ForSter 1955). AvSak jiné experimen-
talni vysledky svédei o tom, Ze tvorby protilatek se ttastni i dalsi bunééné typy
(Girard a Murray 1954, Roberts a Dixon 1955, Sinkovics 1955, Stoner a Hale 1955).
 Velmi malé pozornost se vénuje nejen v tvahdch, ale i experimentalné udasti
fagocytujicich bunék pii tvorbd protilatek. Pokud se sleduje jejich uast v tvorbé
protilatek, vychazi se z predpokladu uvedeného Ehrichem, Harrisem a Mertensem
(1946), e fagocytujici buiiky se Gi¢astni pouze pohleeni a natrdveni antigenu jako
piipravy pro buiiky skute&né vykonné, lymfocyty a plasmacyty. Protoze viak Walsh
a Smith (1951)i Roberts (1955) prokézali, Ze antigen natraveny fagocyty sniZuje
protilatkovou reakeci, domnivaji se, Ze se netdastni tvorby protilatek. Jako dalsi
dtkaz maji slouzit i provedené pokusy (Ehrich a spol. 1946, Roberts 1955), Ze fago-
cytujici builky, které vycestovaly do koiniho nebo peritonedlniho zénétu a ke
kterym byl potom vpraven antigen, netvoii protilatky. Je mozno piedpokladat, Ze
vyzralé fagocytujici buiiky, které vcestuji do uméle vyvolaného zanétu, nejsou
schopny reagovat tvorbou protilitek. To prokazujeme i ve svych pokusech, v nichz
jsme isolovali buiiky exsuddtu, smisili s antigenem a vpravili krali¢im mladatim.
Ani v jednom z téchto pokust jsme neprokazali tvorbu protildtek. Naopak jsme
viak protilatky prenesli stejnymi typy bunék exsuditu tehdy, byly-li odebriny
4 a 5 dni po imunisaci. Domnivéme se, Ze tyto pokusy potvrzuji nas predpoklad, Ze
butiky mesenchymu mohou ménit sviij metabolismus tehdy, setkaji-li se s antige-
nem nikoliv jiz ve vyzralém stavu, ale v dobé svého vyvoje.

Zv145t8 je tieba posoudit, zda prenos tvorby protilatek na mlidata se uskuteciiuje
polymorfonuklesdrnimi buiikami, nebo jsou-li za tvorbu protildtek odpovédny jiné
typy bundk, obsaZené v exsuditu v malém mnoZstvi. K pfenosim jsme pouzili
mno#stvi 20. 108—30 . 108 bun&k, coZ je nejmensi mnozstvi, které se nam osvédéilo
pri prenosu velmi vykonnych bungk sleziny. Je to mnozstvi nékolikanisobné meni,
ne? kterého pouziva k prenostim Harris (1954), ktery ma nejmensi mnoZzstvi bunék
150 . 108, Protoe prenos tvorby protilatek piimo zavisi na mnozstvi prenaSenych
bungk, je malo pravdépodobné, Ze by se procentudlné malé mnozstvi lymfocytd
a makrofagti mohlo Géastnit v protilitkové reakei. K definitivnimu zavéru je vsak
tteba sledovat i morfologicky osud jednotlivych typt prenesenych bunék, zda se
v ptijemci rozmnoZovanim jednoho typu bunék neméni poméry stanovené rozpottem
v natéru.

Dosazené vysledky jsou ndim znovu podnétem, abychom posuzovali tvorbu proti-
latek jako metabolickou zménu réiznych bunék a tkani. Zv1asté vyznamnd je meta-
bolickd zmé&na b&hem imunisace u takovych bunék jako jsou polymorfonukleary.
které se podstatné a p¥imo tdastni obrannych pochodt v organismu.

Souhrn
V praci zjistujeme, zda je moZno ptenést tvorbu protilitek z dospélych imuniso-
vanych kralikéi butikami polymorfonuklearniho exsuddtu na 5 dni stara krélicata.

Po jedné imunisa¢ni ddvee antigenu (108 mikrobt Salmonella paratyphi B) bylo
mo#no prenést tvorbu protilitek buitkami polymorfonukledrniho exsudatu mla-
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datim pouze tehdy, byly-li butiky ziskény z exsuditu nejdfive 4 dny po imunisaci.
Tvorba protilatek u mladat vyvolans butikami dérce imunisovaného jednou davkou
je kratkodobd a nestandardni.

" Buiiky polymorfonuklesrniho exsudétu ziskané z dospélych dérct, imunisovanych
opakované nékolika dévkami antigenu, vyvolavaji u mlédat tvorbu protilatek
vyss, déle trvajici a standardngjd neZ po pfenosu bunék z dércdi, imunisovanych
jednou davkou antigenu.

’

Buiiky polymorfonukledrniho exsudétu ziskané z normélnich neimunisovanych
kralikii a smi%ené s antigenem in vitro po pfenosu intraperitonedlnd krali¢im mla-
dattm protilatky nikdy nevytvateji.

Neprokézali jsme adsorpei protilitek na polymorfonukledrni leukocyty ani pi-
mymi serologickymi testy, ani pfenosem bunék na krali¢i mladata.

7 pokusi uzavirdme, %e rovné%z builky polymorfonuklesrniho exsuddtu jsou
zGdastnény na imunitni pfestavbé organismu, ale to pouze ty butiky, které se
setkaly s antigenem v pribéhu svého vyvoje, nikoliv jiz dozrédlé buitky polymorfo-
nuklearniho exsudétu.
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Ilepenecenne 06pazoBanuA aHTUTE] KJIETHAMU OJIMMOPQOHYKIEAPHOro dKCCyAaTA
A. Hmepyas
PeswoMme

B cpoeit paGoTe Mbl OIPCAE/SIITM, BO3MOMKHO JIM ¢ MOMOL(BIO KJIETOK HOIMMOPQOHYKIeapPHOro
BKCCY/laTa TEPCHECTH CHOCOOHOCTE 1 00pa3OBAHMIO AHTHTET OT B3POCJLIX UMMYHU3MPOBAHHBIX
KDOJIIKOB HAa O-JHEBHLIX KposipuaT. Ilocae 0OHOPAasoBoi MMMyHMBMpyOLlEH 0361 AHTHTEHA
(10° muxpoGos Salmonella paratyphi B) ynaBasiock nepegats KpolbuaTaM aTy CHOCOOHOCTH KICT-
KAMA 07MMOPPOHYKIAPHOTO DKCCYNATA TOMIBKO B CIy4ac, €CHM 3TH KJICTKM OBLTH NOJYYeHEN
U3 9RCCY/IATa, BRIBBAHHOTO HE PAHbILE YeM deped 4 JHsI mocde nMMyHu3anun. Crnocobrocts K o6pa-
B0BAHUIO AHTHTE/], BHI3KBAEMAS Yy MOJIO[AKX RWBOTHBIX KJIETKAMH JOHODY, MMMYHM3MPOBAHHOTO
OLHODA3OBOM 030H, OKASBIBAETCH HECTAHAAPTHON M CKOponpexojsamei. Huerkn mnommmopdo-
HYKJICADHOTO DKCCYAATa, NOJYYEHHOTO OT B3POCHLIX JOHOPOB, NOBTOPHO HMMYHH3HPOBABINMXCA
HECKOTIbKAMH J103aMU AHTHUIEHA, BHI3KIBAIOT Yy MOJIOALIX IKUBOTHHEIX 0o0JIee WHTCHCHBHOe, Golce
jumrensaoe 1 Goslee cTaHAapTHOE 06Pa3OBAHMC aHTHTEI, YeM HEPeHOC KIIeTOK OT 10HOPOB, MMMy HH-
3MPOBAHHEIX OJHOM 7030 amTurema. KIlerkum HOJMMOPQOHYKICAPHOTO dKCCYHATa, TOTYIEHHHIC
OT HOPMAJILHBIX, HE MMMYHW3APOBAaHHEIX KDOJIMKOB W CMCIIAHHBIC C AHTHFEHOM in vitro, rocie
HepeHoca B HOJI0CTh OPIOWHHET KPOJTbYATAM HI B OfHOM CJIydae He BH3LIBATH o6Pa30BaAHMA aHTHTeI.
Hanuane apcopOrum antnresn wa nomuMop@oryKiIcapHLIe NEHKOMUTHI He GHII0O HaMH JAOKA3aHO
HI yTeM MPAMEIX CEPOJIOTMYCCKUX TCCTOB, HH NMYTEM IEPCHOea KJICTOK KpoJpuaTaM. M3 omsron
MBI JleJlaeM 3aKII09eHNe, YTO M WJICTKH NOJUMOPPORYKICAPHOrO 3KCCYAATA TPHHAMAIOT YYaCTHC
B JICPeCTPOMKe OPraHA3Ma B HAIPABIEHNN HMMYHUTETA, HO 9T0 OLIBAIOT TOJBKO T€ KIETKH, KOTOPHLC
CTOJIKHYJINCh ¢ AHTHI'€HOM B IIPOIlECCEé CBOETO Da3BHTHA, & HC CHOPMHPOBABINMECH YiKe KIETKH
NONMMOPPOHYKIICAPHOIO DKCCYAATA.

The Transfer of Antibody Formation by Means of the Cells
of Polymorphonuclear Exudate

J. Sterzl
Summary

The communication investigates the possibilities of transferring antibody formation from adult
immunised rabbits to five-day-old rabbits by means of the cells of a polymorphonuclear exudate.
Following a single immunisation dose of the antigen (10® microorganisms of Salmonella paratyphi B),
antibody formation was transferred to young rabbits via the cells of a polymorphonuclear exudate only
if the cells were transferred from the exudate four days after immunisation at the earliest. Antibody
formation produced in young rabbits by the cells of a donor immunised with a single dose was of short
duration and not consistent. The cells obtained from the polymorphonuclear exudate of adult donors
which had been given several doses of the antigen produced a higher degree of antibody formation in
young rabbits, which was also more lasting and more consistent than following the transfer of cells from
donors immunised with only one dose of the antigen. The cells of a polymorphonuclear exudate taken
from normal, non-immunised rabbits and mixed with the antigen in vitro never produced antibody
formation when injected intraperitoneally in young rabbits. Adsorption of antibodies on to polymorpho-
nuclear leucocytes was not demonstrated either by direct serological tests or by transfer of the cells to
young rabbits. It is concluded that the cells of polymorphonuclear exudate also participate in the
formation of antibodies in the organism, but only those cells which come into contact with the antigen
in the course of their development, not mature cells of polymorphonuclear exudate.
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Ceskoslovenskad

MIKROBIOLOGIE
roénik 2. (1957) &. 2

Imunologické a histologické zmé&ny pii imunisaci lipoidnim adjuvans

MIROSLAV HOLUB
Mikrobiologické oddsleni, Biologicky ustav, Ceskoslovenskd akademie véd, Praha
Reditel ustavu akademik Ivan Mélek

Doslo 5. 9. 1956

Depotni imunisace, a zvlas§té imunisace 8 uzitim rdznych smési minerdlnich &i
rostlinnych olejii, mé nejen rostouci vyznam ve veterinarni i lidské mediciné (na
priklad Salk 1952, Patotka a sp. 1954), ale je také neobydejné vhodnym pokusnym
postupem pro fedeni nékterych zakladnich imunologickych otdzek, jako je nespeci-
ficks stimulace mesenchymu, zmény pii dlouhodobé tvorbé protildtek a vyznam
zénétu a riznych bun&énych typa pro imunitu.

Od roku 1918, kdy si Le Moignic a Pinoy pov&imli podpurného Gdinku minerélnich oleju smifenych
s antigenem na tvorbu protilétek, a zejména od zékladnich praci Freundovych, v nichz je od roku 1937
analysovén udinek lipoidniho adjuvans (ve spojeni s usmrcenymi mykobakteriemi), byly vysloveny
0 podstaté této imunisace rizné zdvéry, které mizeme shrnout zhruba do ti skupin:

1. Lipoidni nosi¢, podobnd jako nejrizndjii cizorodé pevné &éstice (tapioka, uhelné tastetky, myko-
bakterie, erythrocyty, hydroxyd hlinity), umo#iiuje zavleteni antigenu do bundk, produkujicich proti-
latky (Sachs 1929, cit. Hummel 1955).

2. Lipoidni adjuvans mé uéinek &isté depotni, oblefuje vstiebavéni a odbourdvani antigenu z mista
vstfiku. Antigen pak muze dlouhodobé piisobit na buiiku tvofici protilatky, ve smyslu Landsteinerovy
koncepcee z roku 1921 (Fischel a spol. 1952). Piipadn® mie dojit k stiténi antigenniho drazdéni podle
Zdrodovského domnénky (Vorobev 1955), nebo ke sditdni a zvy¥enému w¢inku zvolna uvoliiovanych
dévek antigenu.

3. Lipoidni adjuvans v mistd vpichu i na vzdélenych mistech, kam se dostdvé lymfatickym a krevnim
proudem, drézdi tkAf k mohutné zéndtlivé reakei. Zanétlivé drézdéni zvydujici tvorbu protilatek
(Wood 1953) je v zésads stejné u viech druht adjuvans i jinych latek vybavujicich zanét (chlorid vépe-
naty, agar, saponin, ale i stafylokokovy toxin — Terentev a Stefanova 1954, Janev 1954, Ramon 1965).

Ptitom je nutno poditat i s moznosti tvorby protilatek také v misté reakce, kam byl antigen s dréazdi-
cim olejem vstfiknut nebo zavleten (Freund 1947, Freund, Schryver, Mc Guiness a Geitner 1952, West-
water 1940, Fischel a spol. 1952). Mistni produkce protilitek mize byt pfekryta nahromadénym anti-
generm.

Freund (1940, 1947, 1948, 1951) shrnuje doklady pro viechny tyto faktory, depotnf utinek, ochranu
mikrobntho antigenu v tukovych kapénkéch, kde se na pf. mykobekteria usazuji na povrchu a vyvolavaji
i aglutinaci kepének, zavleteni kapek i drézdéni nskterou slozkou mineréinfho oleje, ktery nenf plné
nahraditelny oleji rostlinnymi. .

Z literarnich ddaju i s hlediska 8ir#i fysiologické koncepce imunitnich déju je
ziejmé, e pasobeni lipoidniho adjuvans je dédno souborem ¢initeld, které je nutno
analysovat nejen serologickymi, ale i pokusn& morfologickymi a fysiologickymi meto-
dami. Pro zaditek jsme si dali za tikol ov&tit, jaky je vztah imunisace Gplnym adju-
vans k imunisaci normalni nebo k imunisaci, kterd rozloZenim divek antigenu
a samostatnym ptsobenim lipoidni substance dinek tplného adjuvans napodobuje.
A dale, jaky je zédkladni histologicky obraz pusobeni lipoidniho adjuvans v orga-
nismu. Zvolili jsme antigen (Salmonella paratyphi B) pro jeho vhodné antigenni
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vlastnosti. Ostatné pravé u salmonel pfichazi v ivahu adjuvans bez mykobakterii, jak
jsme ho pouzili my: mykobakterie zde nemaji podobné jako u shigel podpiirného
udinku (Halbert a spol. 1946, cit. White, Coons a Connoly 1955, Freund a spol. 1948).

Materidl a metody

A) Hladina protildtek. Sedesat krélika (¢indily, samice, o vize 2400 — 3500 g na pocatku pokusu) jsme
rozdélili do osmi skupin:

1. Jednadvacet kraliki (3 podskupiny po péti a 2 podskupiny po tfech) dostalo uplné lipoidni adju-
vans o sloZeni: parafinovy olej — 1,5 ml, lanolin — 0,4 ml, sorbit monooledt — 0,1 ml, vodni suspense
Salmonella paratyphi B (inakt. pii 70 °C po dobu 1 hod., obsah 2 . 10 mikroba v 1 ml) — 1 ml. Emulse
vody v tuku byla vytvofena opétovnym vtahovénim a vytlagovanim z injekéni stfikatky a jednominu-
tovym promichénim v mixeru. Kvalitu emulse jsme ov&fili tim, e se jeji kapka udrzela na vodni hla-
diné bez rozptyleni. Tuto emulsi vody v tuku jsme vstiikovali kralikéim pod kiizi zad, tésné za levou
lopatkou. Podskupiny byly brany do pokusu postupns.

2. Pét kralika dostalo pouze 1 ml vodni suspense mikrobu (S. paratyphi B) o stejné koncentraci,
aviak rozdéleny do étrnéeti stejnych davek, vstiikovanych kazdodennd po 14 dni do stejného mista,
pod kuzi zad, tésn& za levou lopatku.

3. P&t kralikl dostalo podkozng za levou lopatku 3 ml lipoidniho adjuvans popsaného slofeni, aviak
s fysiologickym roztokem misto mikrobni suspense. Do tého# mista jsme vpravovali katdodenng
po 14 dni suspensi S. paratyphi B stejné koncentrace, v celkovém objemu 1 ml — jako ve skuping 2.

4. P&t kraliki dostalo adjuvans jako skupina 3, ale antigen jsme vstfikovali ve &trndcti dennich
dévkéch za lopatku pravou, tedy na opaénou stranu ne# bylo lozisko adjuvans.

5. P&t kralik: dostelo adjuvans jako skupina 3 a 4 a hned poté, bez vytazeni jehly, 1 ml suspense
S. paratyphi B do loZiska adjuvans za levou lopatku.

6. P&t kralika dostalo adjuvans jako skupina 5, ale 1 ml antigenu podkozné ze lopatku pravou.

7. P&t kralikt dostalo podkoZné za levou lopatku po 2 ml parafinového oleje s lanolinem (1,5 a 0,5 ml).
Za 6 dni do téhoZ mista 1 ml suspense S. paratyphi B o udané koncentraci.

8. Devét krilikii (2 podskupiny) jsme imunisovali normélng, bez lipoidniho adjuvans, podkonim
vstfikem 1 ml suspense S. paratyphi B o stejné koncentraci, rovné? za levou lopatku.

Krev pro stanoveni protildtek aglutinaci jsme odebirali z okrajové %ily ucha. Titr protildtek jsme
stanovili pfi uloZeni do lednice (2—4°) po 2, 4 a 6 dnech. U dvou zvifat ze skupiny 1 a u celé skupiny 7
a 8 jsme odebirali krev a zjitovali protilatky ji% od prvého dne po vstiiku antigenu, u viech skupin od
sedmého dne po imunisaci v tydennich, pozddji dtrnéctidennich a? mésinich intervalech po 1—18 mé-
sich.

U krélika skupiny 1 byly provedeny také vazby hemolytického komplementu, pozmén&né Coombsovy
testy na inkompletni protildtky proti bakterijnimu antigenu (Biirki a Fey 1953, Sterzl 1956; hemaglu-
tina¢ni titr kietsiho sera proti kralitim krvinkdm 1 : 4096), testy na adsorpci konglutina&niho komple-
mentu s kot¢iéim komplementem a hovézim konglutininem (Hole a Coombs 1947). Tyto reakce byly
provedeny u p&ti skupin po t¥ech krélicich, a to za 1 tyden, 9 tydna, 10 tydnii & 5 mésict a 61, mésice,
10, 11 a 15 mésict po imunisaci.

B) Morfologické zmény. Jednadtyticet kralika (¢indily, samice o véize 2250 — 3600 g na zadétku po-
kusu) jsme rozdélili do 4 skupin:

L. Dvaret p&t kralika dostalo podko#né, t8snd za levou lopatku, lipoidni adjuvans s bakterijnim anti-
genem, stejné jako skupina 1 v oddilu A. Krélici byli zabiti, zpravidla vzduchovou embolii, hned po
vpichu a za 4, 8, 12, 24, 48 hod., 4, 5, 7, 8, 9, 10 dni, za 2, 3, 4,7 a9 tydna a za 3, 4, 7, 9, 16 mésica
po vpichu.

2. P&t kraliku dostalo 3 ml lipoidniho adjuvans s fysiologickym roztokem misto antigenu. Antigon
pak ve étrndcti ddvkéch do logiska adjuvans nebo na opadnou stranu téla jako skupina 3 a 4 v oddile A.
Kralici zabiti za 10 a 14 dni & za 7 mésict po vstiiku adjuvans.

3. Devét kralika bylo normélné imunisovano (1 ml suspense . paratyphi B o obsahu 2. 10° mikrobt),
a to podkoZné, tésné za levou lopatku jako skupina 8 v oddile A. Zviiata zabita za 3,4,5,7,8, 14 a 21 dni
po vpichu vzduchovou embolii. ‘

4. Dva krélici dostali jen 2 ml parafinového oleje s lanolinem s. c. (jako skupina 7 v oddile A) a byli
zabiti po Sesti dnech.

Kréliky v3ech skupin jsme hned po smrti pitvali a zjistili — kromé& celkové véhy — vahu sleziny
a nadledvinek. Orgény jsme odebrali pro histologické vySetfeni. Parafinové, po piipadd zmrazené
fezy jsme barvili hematoxylinem-eosinem, hematoxylinem-fosforwolframovou . kyselinou podle
Malloryho, hematoxylinem-pikrofuchsinem podle van Giesona, methylovou zeleni — pyroninem
(Unna-Pappenheim v tpravé Trevan-Sharrockovs), metodou PAS (Hotchkiss-McManus), metodou
8 koloid4Inim Zelezem podle Haleho, toluidinovou mod#i a Sudanem III. P#i histochemickém stanoveni
kyselych polysacharidi jsme ovdfovali specifidnost reakce natravenim testikulédrni hyaluronidasou
(Hyasa Spofa).
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Obr. 9. Granulom z lipoidniho adjuvans s antigenem za 8 dni. Vlevo nahofe tukové hmoty, tvoiici oka
v buné¢ném detritu a se zbytky polymorfonuklearni infiltrace. Zdola sem pronikaji zony granulaéni
tkdné s makrofagy, které obklopuji a uzaviraji tukové oka. Ojedinglé obrovské bunky, nevelké piimds
lvimfoeytti. Hematoxylin-eosin. Zvétseno 120 x .
Obr. 10. Granulom z lipoidniho adjuvans s antigenemn za 16 mésicii. Systém opouzdfenych dutin, v nichz
dochazi k nové proliferaci makrofagt a granula¢ni tkdn&. Vysoks positivita PAS v pouzdrech. Difusni
infiltrace lymfoeyty. PAS-hematoxylin. Zvétseno 150 x .
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Obr. 11. Uzlina axilarni na strané injekce lipoidniho adjuvans s antigenem, 8 dni po vstiiku, Znaénd
dilatované sinusy a eferentni cévy, kapky tuku i v husté lymfatické tkani. Retikuldrni buriky a endothelie
proliferuji, tvoii se ojedinélé obrovské buiiky (na pf. vlevo uprostred). Hematoxylin-van Gieson.
Zvétseno 85x.

Obr, 12, Uzlina axilarni na opa¢né strané nez je loZisko lipoidniho adjuvans s antigenem, za 7 mésicit
po vstfiku. V sousedstvi perifolikularniho splavu lymfocyty, zmnozené prolymfocyty a piechody

k plasmatickym butikém. Methylové zelefi-pyronin. Zvétseno 1500 .
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Obr. 13. Slezina 7 mé&sict po vstiiku lipoidniho adjuvans s antigenem. Primérni a sekundérni lymfaticky
uzlik s naznadenymi lemy primitivnich retikuldinich bunék. Malo sniZeny obsah lymfocyti, skupiny
plasmatickych bungk v éervené pulpé. Methylové zeleni-pyronin. ZvétSeno 150x .

Obr. 14. Skupiny plasmatickych bundk zmnoZenych v tukovém pojivu sinu ledviny, 8 mésic po vstfiku

lipoidniho adjuvans s antigenem. Hematoxylin-eosin. Zvétseno 1400 x.
Obr. 15. Perivaskuldrni lo%isko granulaéni tkéng v plicich, 3 mésice po vstfiku lipoidniho adjuvans
s antigenem. Difusné zmnoZené makrofagy, ojedinélé plasmatické buiiky a lymfocyty, vlevo dole peri-
bronchidlni lymfaticky uzlik a tvorba drobnych syneytidlnich utvara. Hematoxylin-eosin. Zvét&eno 100
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Vysledky

A) Hiadina protilitek. Aglutinaci zjistované protilitky se objevuji nejdtive
u kralikd, kteif byli imunisovéni za 6 dni po vpichu oleje a lanolinu (skup. 7), a to
za 2 dny v titru 1 : 4 (u t¥ kraliki), za 4 dny v titru 1 : 64 (¢tyti kralici) a 1 : 128
(jeden kralik). U normélné podkozng imunisovanych (skupina 8) a u viech ostatnich
skupin je nastup protildtek pozvoln&jsi a podina aZ tfettho dne. Pti daldim vzestupu
protilatek (obr. 1—8) se skupina 1 (aplné lip. adjuvans) statisticky vyznamné odlisi

Tab. 1. Porovnéni titri protilétek, zjisténych pfimou aglutinaci, pozménénym Coombsonovym testem,
testern s absorpef konglutinaéniho komplementu (CCAT) a vazbou hemolytického komplementu.
Viechna zvifata ze skupiny A 1.

Doba po imunisaci Coombsuav Absorpce Mt
p ’ Aglutinace konglutinaniho | hemolytického
oznateni krélika test
komplementu komplementu
1 tyden 167 5312 512 1024 64
© 340 512 512 512 32
362 512 512 1024 64
9 tydna 625 256 4096
158 512 2048 nezjistovano
159 512 2048
10 tydna 348 512 1024 1024
349 512 2048 1024 64
369 512 ' 1024 512 64
5 mésict 619 512 1024
623 512 2048 nezjistovano
687 128 2048
7 mésicit 625 128 1024 512 128
158 256 512 512 32
159 256 2048 2048 64
10 mésica 619 128 512 256 32
623 128 2048 256
687 128 1024 256 64
11 masich 91 64 2048
533 32 1024 nezjidtovano
528 64 2048
15 mésich 91 16 256 512 64
533 32 512 256 32
528 32 512 256 32

vy$&imi titry za dva tydny od skupiny 5, za tfi a p&t tydnd od skupin 5—8, za
7 tydni i od skupiny 4. Od 9. tydne je rozdil hladiny protildtek u skupiny 1 proti
viem ostatnim skupindm statisticky vysoce vyznamny. Skupiny 7 a 8 majf od druhého
do pétého tydne vyznamnd niZii titry i proti skupindm 2—4 (s opakovanym vpichova-
nim antigenu, s vyjimkou skupiny 4 za tfi tydny a s vyjimkou rozdilu mezi skupinami
3a7zadva tydny). Skupina 5 md vyznamné niZ8f titry i proti skupiné 1—4 za dva
a t¥i tydny a proti skupiné 3 za 7 a 9 tydni. Po osmnécti az dvaadvaceti tydnech
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klesaji titry protilatek vSech skupin kromé& 1 na hodnoty trvale niz$i nez 1 : 8. Ve
skupiné 1 klesd na tuto hodnotu titr protilitek az po sedmdesati tydnech. Skupiny
jsme navzéjem statisticky porovnivali Masseyovym testem pro srovnani dvou
vybérovych distribuénich funkei. ’

Vysledky ostatnich serologickych zkouiek jsou v porovnéni s titry aglutinact
zjistovanych protilatek sestaveny v tabulce 1.

12 3 4 5 6 7 8 § 101 12 13 % 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 o8 20 135 40 45 50 55 60 €5 70

Obr. 1. Hladina aglutinaci zjistovanych protilatek u péti krélikit s iplnym lipoidnim adjuvans, v ném%
byla emulgovéna vodni suspense inakt. S. paratyphi B. Osa z: ¢as v tydnech (od tficatého tydne jsou
dilky redukovény na pétinu), osa y: titr protilatek.

1024

Obr. 2. Hladina aglutinaci zjistovanych protilatek u péti kralika, kterym byl vstiiknut antigen (suspense
S. paratyphi B) samotny, ve &trndeti diléich ddvkéach s. c. (prvy vpich v bodd 0).

1024
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Obr. 3. Hladina protildtek u pé&ti krélika, kterym bylo vstfiknuto samotné lipoidni adjuvans a do jeho
loziska, podinaje dnem vstiiku adjuvans (bod 0), &trnéct.dil¢ich ddvek antigenu (suspense S. paratyphi B)

B) Morfologické zmény. Pitva ukazuje v misté vsttiku aplného lipoidniho adjuvans
proséknuti podkoiniho pojiva a hyperemii, s maximem po dvanicti hodinéch.
Lymfatika jsou aZ do 4. dne vyrazné rozsifena, Sifeni lipoidnich hmot smérem do
axily je makroskopicky patrné. Za 8 hodin lze pozorovat fibrinovy exsudat, po 24 hod.
se rosolovitd hmota adjuvans jiz neda setiit, po dvou dnech je polotekuté centrum
obdéno tuzsim bélavym valem. LoZisko se nékdy — podle zptisobu vstiiku — poéing
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delit na 2—4 uzle, které jsou za 10 dni jasnd ohranideny, 0,5 a% 3 cm dlouhé, vejéité,
n&kdy jantarové Fluté a tvrdé. Po mésici, a stejné po t¥ech ai Sestnicti mésicich, je
mazlavé centralni hmota uzaviena v tuhém vazivovém pouzdru s vyhlazenou
vnitfni sténou. Jindy dochézi k plo¥né organisaci adjuvans a v podkoZi se tvofi
rozsdhly plast granulagni, pozdéji fibrosni tkénd. U stejnostrannych axildrnich
lymfatickych uzlin je patrné aZ dvojndsobné zvétSeni proti uzlindm druhé strany,

er 2 3 4 5 7 9 1" 13 5 18 22 26 27

Obr. 4. Hladina protilatek u pdti kralikd, kterym bylo vstiiknuto samotné lipoidni adjuvans a na opad-
nou stranu t8la dtrnéct dildfch ddvek antigenu jako u obr. 3.

Obr, 5. Hladina protildtek u p&ti krélikii, kterym bylo vstiiknuto samotné lipoidni adjuvans a po ném
do téhoZ mista 1 ml suspense S. paratyphi B.

¢ 1 2 3 5 7 9 1 13 15 18 22 26 27

Obr. 6. Hladina protilitek u psti kraliki, kterym bylo vstfiknuto samotné lipoidni adjuvans a na opad-
nou stranu téla antigen jako u obr. 5.

a to od prvého dne aZ po 4 mésice. Slezina se u vétsiny zvitat mirng zvétiuje, ma
zaoblené okraje a v prvych tydnech mirng setfelou kresbu malpighickych télisek.
V plicich jsou po 48 hod. patrna Sedozluté loZiska, mirné se vyklenujici pod pleurou
na basich plicnich.

Relativni véha sleziny se pohybuje nad normélnimi hodnotami (0,4 aZ 0,6 9,
u nadich kralikti této rasy) od patého dne po imunisaci, dosahuje ai 2,05 %y
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osmého dne a 1,468 9/, za &tyii mésice. Pozdéji klesd na norméalni hodnoty, adkoli
slezina je makroskopicky i mikroskopicky dosud hyperplasticka: zvifata po tak
dlouhé dobé zvysuji svou vahu na 4.500 g, maji mohutné tukové polstate a relativni
vaha organl jiZz neni souméfitelnd s poméry u mladych a pohyblivych zvitat.
Absolutni véha sleziny je v této dobé vysoka (pies 2 g). Nadledvinky se udrzuji svou
relativni vahou nad pramérem, zjisténym u téchto kraliki (0,1 aZ 0,2 9/,, od osmého

TEFRRETIRFIOHILZ

2 s 27

Obr. 7. Hladina protilatek u péti kralik, kterym byl vst¥iknut podko#ng jen parafinovy olej s lanolinem
(2 ml celkem) a za 6 dni do téhoZ mista 1 ml suspense S. paratyphi B. Vpich antigenu je v bodu .

1024

Obr. 8. Hladina protildtek u p&ti kralili normélné podko#né imunisovanych 1 ml suspense
S. paratyphi B.

dne aZ do ukondeni pokusu (relativni vahy 0,204 a% 0,340 ¢/,,). UvaZime-li normalni

snizovdni vdhy nadledvinek u kralikei star§ich patnicti mésich, je zvySeni vihy

nadledvinek u pokusnych zvifat jesté vyznaénéjsi. U ostatnich pokusnych skupin

je tendence k zvysSeni relativni vahy nadledvinky u zvitat s lipoidnim adjuvans

a antigenem vstiiknutym s. c. ve ¢trndcti ddvkach (0,221 az 0,301 9/,,).
Histologicky obraz jednotlivych oblasti a organt:

LoZisko lipoidniho adjuvans. Kroms edému, pfekrveni a fragmentace tkans je kolem tukovych hmot
patrnd za 4 hod. aktivace makrofégi. Za 12 hod. tvoii tuk velké oka ve vyrondném fibrinu, v némz
jsou mocné shluky polymorfonukleérnich leukocyti, zéésti jiz odumirajicich, a jadernych fragmenti.
Z periferie pfibyvd makrofagt a lymfocytt. Za 2 dny je destrukce polymorfonukledrti vieobecnd;
z periferie tukovych loZisek a kolem tukovych ok poé&ind proliferace fibroblastii a tvorba granulaéni
tkén&. Prozatimni opouzdieni tukovych ok je dokonéeno za 7 dni. Oka jsou lemovéna tenkymi
vrstvami epitheloidnich bunék, odd&lena moenymi snopei granulaéni tkand. V okoli ok jsou &etné lipo-
fagy, kolem cév shluky lymfocyti, ojedinglé plasmatické buriky, eosinofily a #irné buiiky. Makrofagy
nabyvaji nejpestfejsich tvara, a nskdy dochézi k tvorb$ mnohojadernych bunék. V nékterych pii-
padech jsou tyto butiky zcela vyjime¢né. Zvysuje se pyroninofilie plasmy fibroblastii, nefagocytujicich
makrofégiti a obrovskych bundk. Mezibunééné hmoty s vyjimkou ostravka kolem lymfocytérnich shluki
a kolem makrofdgh zvy$uji svou metachromasii a positivitu v barveni PAS. Za 9 dni je naznageno
kolagennimi vlakny opouzdieni jednotlivych ok i celych loZisek, ktersd maji ndkdy charakter abscesi
s centralnim nahromadénim detritu. Typi¢téj$i je viak systém tenkosténnych dutin o praméru
300—400 u, které se novymi a novymi ndrazy proliferace fibroblastii z periferie zvolna ptekryvaji
fibrilérnimi sitémi a infiltraci makrofég a lymfocyti, v prvém mésici i polymorfonukleéri, u nichz je
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patrna nové vétai invase mezi desétym a Strnédctym dnem. Popsané systémy dutin nachézime i po sedmi,
deviti a Sestnacti mdsicich, kdy také dosud trvé zfejmé usili novych a novych zon granulaéni tkéné
a novych generaci makrofégt (mezi nimiz ubyvé obrovskych a epitheloidnich bunék) o pfekryti a pohl-
cent tuku, ktery je dosud bezpeénd prokazatelny. Ve sténach téchto dutin, ve sténdch cév a ve vnitinich
vrstvéch stény abscesii tvofenych mélo bunéénym vazivem, ale mimo nové zony granuladni tkéns, je
vysoké gama metachromasie a vysoké barvitelnost PAS. Pfi vazivové pfeménd granulaéni tkéné se
vytvéfeji etné rozséhlé krevni prostory, které pietrvavaji i v ndkterych partiich vaziva a dodavaji
tkéni a2 vzhledu hemangiomu. Kolem cév jsou od sedmého dne a% do konce pokusu stéle ostravky
lymfoeytii, mezi nimiz jsou trvale ojedinslé buiiky plasmatické. Pyroninofilie ostatnich bunék se po
sedmi mésicich zvolna snifuje. (V podstatd stejny obraz &asné reakce na lip. adjuvans s brucelovym
antigenem popsali u nas Vandtek a spol. 1954.) ‘

Lymfatické uzliny. Ve spadovych axildrnich uzlindch, jejichZ okoli je zéhy infiltrovdano lymfocyty,
makrofégy a polymorfonukledry, je za ¥tyfi hodiny znaéné dilatace splavia. Ve splavech korovych
i dfetiovych jsou kapky tuku, které ve dfeni tvoii az systém tukovych ok, kolem ného# pak potina stejny
proces lipofagie a granulaéniho a kolagenniho opouzdfeni jako v mistd vpichu adjuvans. Zejména ve
dFeni je v prvych dnech patrny edém, infiltrace polymorfonukledra, které jsou rychle fagocytovény
znaénd zmnozenymi makrofagy. Obrovské buriky jsou ojedinélé a jen u nékteryeh kraliki. Je sniZen
obsah lymfocyti v dfeni i kofe uzlin, za 5 dni viak proliferace primitivnich retikuldrnich bundk a pro-
lymfocytt (ve vétéich uzlindch v rostoucich folikulech) ztraty nahrazuje. Ve dfeni se objevuji &etné
butiky s pyroninofilni plasmou a velkymi jadry o jemné chromatinové struktufe, z nich% vétdina se
dé identifikovat jako lymfoblasty a plasmablasty, a od sedmého dne a do Zestnéctého médsice je zde
mélo kolisajici podil plasmatickych bundk (ve dieni perivaskuldrnd & na okrajich dfefiovych provazeh
asi 10 9,). Pouzdro uzliny se vazivové zesiluje a stoupé jeho metachromasie (positivita PAS). V tukové
tkéni v okoli uzlin je za 4—14 dni po vstfiku'lipoidniho adjuvans patrna novotvorba lymfatickych
uzlikd, perivaskulédrnd i tvorba drobnych granulomi a aktivace makrofagi.

V uzlinéch axilérnfch druhé strany, jakoZz i v uzlindch paraaortickych bfisnich a poplitedlnich
dochézi k analogické reakei plasmatickych bundk a k mirnému zmnoZeni husté lymfatické tkand.

Slezina. Tuk je prokazatelny kolem splavi, pfedeviim subkapsuldrné, kapénky jsou uloZeny vétéinou
intracelulérnd v makrofazich, ojedinsle, u nskterych pokusnych zvifat, dochézi k tvorbd vétiich mimo-
bunééngeh kapének a tvorbd drobnych granulomi kolem nich. Tukové kapénky v makrofdzich jsou
prokazatelnsé jests za 16 mésict. V prvych dnech dochézi difusné v &ervené pulpd k aktivaci endothelii
a zmnoteni makrofégi. V subkapsularnich splavech je polymorfonukledrni infiltrace. Lymfatické
folikuly se zmen3uji & zvysuje se podil tervené pulpy. Podinaji se tvotit marginélni zony z primitivnich
retikulérnich bunék s pyroninofilnim plasmatem, které nabyvaji po tydnu znaéné Sife. Po &tytech
dnech se objevuji v dervené pulpd u nékterych kraliku ¢etné obrovské buriky, roste podil sekundérnich
folikult, tvo¥ se nové folikuly. Bils pulpa viak a po Sesti mésicich vyrovnévé zvyieny podil pulpy
&ervené, v ni% perivaskulérnd a v rozséhlych lemech primérnich retikulérnich bunék kolem folikulu je
za tfi tgdny 10 %, za 3 a% 7 mdsict 10—22 %, a za Sestnéet mésict 4 %, proplasmatickych a plasma-
tickych bundk, zpravidla ve shlueich. Mezi prolymfocyty proliferujici bilé pulpy jsou konstantnd &etné
prechody k plasmatickym butikém.

Kostnt dfes (z levého femuru). Od druhého dne je krvetvorné dien hyperplastickd, s pfevahou bilé
fady a 8 metamyelocytovym charakterem. Hyperplasie odeznivé za dva mésice.

Ileum. Zmény v lymfatickém aparitu jsme nepozorovali. :

Plice. Tukové kapénky nalézéme od prvych dnii v lymfatickych cestdch. Subpleurdlns, ménd pak
peribronchislnd se tvoi{ drobné loziska tukovych hmot, kolem nich se vytvaii granulaéni tkén s ¢etnymi
syneystiélnimi utvary. Tyto granulomy se vyskytuji i za 9 a 16 mésici. Subpleurlnd se tvofi nevzdusna
lotiska s mohutnym zmnoZenim septélnich makrofégi, rozdifuji se difusnd septa, v nicht v prvych
dnech nachézime nedetné polymorfonukledry. Zv8tiujise té2 peribronchilni uzliky lymfocytt s vtrouse-
nymi plasmatickymi butikami. I tento stav trvé a% do Eestnéctého mésice.

Jdtra. Ojedindle nachézime po &tyfech dnech v portobilidrnich prostorech drobné kapénky tuku,
u viech pokusnych zvifat jsou zde viak lymfocytérni shluky. Po tydnu dochézi i k tvorbs drobnych
granulomi. Kupfferovy butiky jsou vétsinou aktivovény. Je zvy¥eny prostup lymfoeyti do #ludovodu.
U zvitat nejdéle chovanych v pokusu nalézdme také nespecifické loziskové drobnokapénkové ztukova-
téni jaternich bundk. :

Ledviny. Kroms proliferace endothelii glomeruldrnich v prvych dnech a mirné infiltrace glomeruli
lymfocyty neni piiznaénych zmén. V tuku panvitky ledvinné dochézi mezi étvrtym az desdtym dnem
k podstatnému zmnozeni plasmatickych bundk, které zastihujeme jesté po osmi mésicich.

Nadledvinky. Po pfechodném sniZeni obsahu tuku v zevnich zonéch kory nésleduje po mésici pokra-
Zujfcf rozsifovéni glomerulosy i fasciculaty (n8kdy i subkapsuldrniho blastemu) s vyslednym zvétienim
orgénu. Od druhého dne do t# tydnu je patrna proliferace litorélnich bungk sinusoidi.

Hypofysa. Bez pfiznaénych zmén.

U kralika, jimz bylo do loiska lipoidniho adjuvans nebo kontralaterdlnd vpraveno &trnéct ddvek
antigenu (skupina B 2), je opouzdieni granulonu rychleji a za sedm mésici zbyvé jen drobné loZisko
tukovych hmot v pevnych kolagennich pouzdrech bez néznaku novych granulaci. U nich i u skupiny
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normélné podkozn& imunisovanych (skupina B 3) se vyrovné podil éervené a bilé pulpy sleziny a ubyva
plasmatickych bunék sleziny (po maximu 8—12 9 v gervené pulpd a v lemech kolem folikula) za tii
tydny po ukonéeni imunisace. Stejn$ ubyva plasmatickych bunék i v mistnich uzlinch, jejichz reakee
na tukové hmoty (skupina B 2) je rovnéz nizsf. V plicich kromd polymorfonuklearni infiltrace sept.
v prvém dnu a zmnoZeni makrofédga neni trvalejdich zmén. Hyperplasie a hypertrofie kory nadledvinek
je naznacena u kralika skupiny B 2.

U krélikt, jimz byl vstiiknut jen parafinovy olej s lanolinem (B 4), je za 6 dni rozvinut obvykly
proces opouzdfovéni granulaénich tkéni, aviak s mens{ tendenci k tvorbd epitheloidnich lemv, bez
obrovskych bunék a s mensi infiltraci lymfoeytdrni. V uzlindch mistnich a ve slezind jsou zmnoZeny
makrofagy, retikuldrni buitky a naznadeny granulace.

Diskuse

Z vysledki u jednotlivych pokusnych skupin vyplyva, Ze Géinek lipoidniho adju-
vans nelze napodobit isolovanym vpravenim lipoidni l4tky a antigenu, ani opakova-
nymi injekcemi malych divek antigenu po dobu, kdy asi trvé vsttebavani nejvét-
$iho mnoistvi antigenu z loZiska adjuvans (14 dnf).

Kromd® mensi piikrosti sestupného ramene kiivky protildtek nebylo vétdiho rozdilu ani mezi imuni-
saci &trndcti kaZdodennimi ddvkami antigenu o obsahu 2/;, . 10° mikrobu & mezi normélni podko#ni
imunisaci jedinou ddvkou 2. 10° mikrobu. Na3el-li na p¥. Carlinfanti (1951) naopak znadn&j&i zvyseni
titru protilatek délenim dévek antigenu (zv143té pfi vstiikovéni do rizngch mist), je to vysvétlitelné
tim, Ze u difterického toxoidu, s nim# pracoval, jsou podminky antigenniho puasobeni, destrukee a elimi-
nace antigenu jiné nez u antigenu korpuskulérniho.

Skola Zdrodovského ukazuje u toxoidu i u korpuskulédrnich vakein (Chaljapina 1954, Klimentova
1954, Vorobev 1955) zvyseni titru protildtek a podstatné zvyseni imunologické reaktivity pti dlouho-
dobém (dvoumssiénim) vsttikovani pomérns velkych dévek antigenu v pstidennich intervalech. Uspo-
fadéni naf imunisace opakovanymi ddvkami je oviem odchylné a nemiizeme proto oba zptsoby porov-
névat. Neni v8ak mo#no souhlasit se zdvérem Chaljapiny a Zdrodovského, #¢ depotni imunisace je
v podstatd pouze mnohonésobnym dré?dénim dévkami antigenu. Vidime zésadni rozdil mezi viemi
na8imi skupinami s opakovanym vpravovénim antigenu a mezi skupinou s lipoidnim adjuvans. Bylo by
snad nutno deldi dobu vpravovat nepatrné ddvky antigenu do nejriznéjich mist, kam lipoidni adjuvans
antigen zavléké, aby se odpovéd pii imunisaci opakovanymi ddvkami ponskud piiblizila odpovédi pfi
poutiti iplného lipoidniho adjuvans a aby se vice odliila od prosté, jednorazové imunisace.

Chaljapina pfitom piimo vylutuje titast zéndtlivého drézdéni. To je, myslim, nesprévné u vétdiny
druhit depotni imunisace a u imunisace lipoidnim adjuvans zv14§té, nebot parafinovy olej je klasickym
zéndtotvornym &initelem. Citovani jiZ jini autoti (Terentev a Stefanova 1954, Ramon 1955), a mnohé
starsi prdce naopak zdurazfiuji vyznam zdnétu a drazdéni ze zéndtlivého loziska, at u? nervovou &i také
jinou cestou. Je nutno uvaovat o zvySené metabolické tirovni, navozené zéndtem, o mobilisaci tkéiio-
vych systémd, na ni% by navazoval specificky uéinek antigenu. Wood (1953) naSel korelaci mezi
mnoZstvim Cx reaktivni bilkoviny, vyvolané zinstem z lipoidniho adjuvans, a produkei precipitinti na
slaby antigen vstfiknuty do #ily.

Skuteéné také kralici pfipraveni plisobenim samotného oleje a lanolinu (sku-
pina B 4) maji zvySeny podet retikularnich, fibroblastickych a makrofigovych
elementl vSude, kde ptisobily lipoidni cizorodé latky a tvoii také rychleji protilatky
po antigennim podnétu. Samotny zanét nadto mize stimulovat nadfazené regulaéni
soustavy organismu a vzbudit vétsi ¢ mensi celkovou reakei (s negativni a positivni
fazi), kterd zahrnuje i zmény lymfatické tkdng, po pt. i s vyzravanim plasmatickych
elementil, jak to nasli po injekeich formolu Lundin, Schelin, Pellegrini a Mellgren
(1954). V nasem materidlu je kromé rychlejsiho nastupu protildtek ve skuping 7.
jen nevyznamné zvySeni titrii protildtek tam, kde spoluplisobil zanét z lipoidniho
adjuvans (skupiny 6, 7, 5).

Existuje tedy uréity podpiirny metabolicky t¢inek samotného zanétu, ktery oviem
nemuze naprosto sim vysvétlit mohutny uéinek vodni suspense antigenu v lipoid-
nim adjuvans.

Lozisko proliferativniho zanétu ma v8ak jesté daldi, mechanickou funkei: zadr¥o-
vani antigenu v misté vstfiku, pon¢kud chrdnéném fibrinovymi masami, zachyco-
vani cirkulujiciho antigenu (pokud byl vpraven v dobé, kdy lozisko neni dosud
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zaclonéno fibrilarnim valem, jak je tomu ve skupiné 7) a zachycovani cirkulujicich
a difunduijicich protildtek, jez je pravé jednou z podstatnych imunologickych funkei
zéndtu (Menkin 1953). Touto funkei zanétlivych loZisek si vysvétluji uréité oblenéni
poklesu titru protilatek ve skupindch 5 a 6 a také ve skupiné 3. P¥i detekei protilatek
fluorescenéni metodou (White, Coons a Connoly 19565) davaji tvoiici se vldknité
struktury vyznaéné positivni reakeci. Zachycovani kolujiciho antigenu mé oviem
jen podmin&ny podpirny vyznam: vede ve zmnoZenych makrofazich také k rychlejsi
destrukei antigenu, jak to vidime u nadi skupiny 5. Pfi opétovanych vpisich anti-
genu (skupina 3 a 4) do granulomu se nezastihne asi vidy jeho centrum a kontakt
antigenu s bun&&nou reakei neni tak bezprostfedni. K témuZ zédv&ru dochdzeji
i White, Coons a Connoly (1955). Také Walsh a Smith (1951) nasli po predchozim
phisobenf makrofégt a polymorfonukleir na antigen (in vitro) sniZenou jeho éin-
nost po vpraveni do téla.

Existuje tedy i maly podpirny Gdinek samotného zéndtu v adsorpci protildtek
a v zadrZovéani antigenu.

Posléze chemicky vyvolany zénét sniZuje — aspoli dodasné — i proteolytické
vlastnosti sera (Moll 1956). Ani to vSak nestoji v popfedi pfi phsobeni lipoidniho
-adjuvans.

Injekce lipoidniho adjuvans s emulgovanym antigenem vede — na rozdil od isolova-
ného vpraveni obou slozek — k vytvofeni granulomi, v nich% po dobu nejméng pul
druhého roku (pro zde popsané sloZeni adjuvans se S. paratyphi B) probihé inter-
akce mezi tkani a vpravenym minerdlnim olejem a jim chranénym antigenem.
Stéle a stale pronikajici svazy bunék granulaéni tkdné a fagocyta uvolituji postupné
thstice antigenu a umo¥iiujf, at uz samy nebo prostfednictvim specialisovanych
bunék ve stimulovanych lymfoidnich tkénich, dlouhodobou tvorbu protildtek.
Pti ni se tvoH v relativné vy38im mnoZstvi protilitky inkompletni, jak
naznaduji i nade orientadni zkousky (zejména CCAT) a jak to predpokladaji
mnozi autofi (soubornd Schmidt 1954). Inkompletni protilitky mohou pak
byt reakei na komplexy vznikajici vazbou antigenu s protilitkami diive vytvo-
fenymi (Najjar a Fischer 1955). Vysokomolekularni komplexy vznikajici pti reakei
antigentt s protilditkami mohou vyvolivat dalsi proliferace granuladni tkéné
(Meier, Dessaulles a Schir 1955). Tak se snad vybavuje dlouho fungujici reakéni
kruh, v ném? je podstatnym &ldnkem ochrana antigenu tézko metabolisovatelnymi
lipoidnimi l4tkami a jenZ je tlumen teprve vyderpanim antigenu, po pfipad€ vznikem
specialisovanych bun&&nych forem, jako jsou makrofidgy s novymi lipolytickymi
enzymy (Vogel 1951), nebo obrovskych bungk. V jejich pomalém vzniku vidi Gindin
a Ziv (1955) pteinu dlouhodobého piisobeni antigenu pfi depotni imunisaci; podle
nadeho materidlu viak jsou obrovské buiiky jen dotasnym zjevem pii déni v granu-
lomech.

Bdhem tohoto procesu se pak uvédi do pohybu mnoho dalSich ¢initelt mistnich i celkovych, které jej
déle ovliviiuji a modifikuji. Cyklické pochody depolymerisace a polymerisace mezibunéénych hmot
(kyselych polysacharidi) postupuji ruku v ruce se zménami bundénymi a létkovymi (Cavallero 1953)
a vedou k tvorbs u¢innych mechanickych valii mezi granuladnimi lozisky a ostatni tkdni, nebo pti depoly-
merisaci a hydrolyse v reaktivovanych loZiscfch k tvorbs litek (glukuronové kyselina), schopnych
interakce 8 cizorodymi bilkovinami (Duran-Reynals a Mc Crea 1953). Polymerisace je po roénim
trvéni granulomu obzvlé¥td vysokd. Vysoké vaskularisace loZisek zvysuje na druhé strand moznost
difuse protilatek & pusobku z jingch ¢4sti téla, pusobki, mezi nimi% pii dlouhotrvajicim procesu (t. zv.
adaptadni faze zéndtu, Ehrich 1953) piibyvé nepochybnd &initeltis anabolisujicich (STH), které zéroven
podporuji éinnost bun&k syntetisujicich protilatky.

Dlouhodobé pretrvavani mistniho procesu (i metastatickych loZzisek) znamend
nesrovnatelnd vétsi celkovou, specifickou i nespecifickou stimulaci neZ samotny
chemicky vyvolany zén&t. Nachézime proto jak hyperplasii lymfatickych organu
(zejména, sleziny a jeji ¢ervené pulpy), tak i hyperplasii nadledvinkové kory. Regu-
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lace celého reakéniho kruhu je nesporné tésné spjata s kortikoidy: predavkovani nékte-
rého z adaptacnich hormont vede k itlumu celého procesu (Fischel a spol. 1953, 1954).

Je vSak tfeba uvazovat o zvlastni i¢innosti riiznych mikrobnich principt zavede-
nych s lipoidnim adjuvans. Jako maji podpirny tdinek frakce mykobakterii, tak
i endotoxické slozky gramnegativnich bakterii & jejich lipopolysacharidové frakce
samy zvySuji celkovou reaktivitu retikuloendothelidlniho systému v orginech
(Biozzi, Benacerraf a Halpern 1955, Dubos a Schaedler 1956) a maji adjuvantni
G¢inek, ktery se zde pravdépodobné séitéd s idinkem mineralniho oleje.

Posléze, jak jiz naznadeno, piimy udinek lipoidniho adjuvans se rozdituje z mista
vpichu také zavlékdnim kapek oleje s chranénym antigenem do organti. Vytéti
mistnich loZisek v dobé, kdy jiz pocal tento rozsev a celkové stimulaéni pésobeni
(to je jiz za pil hodiny po vpichu), nepotladi tvorbu protilatek. Pozdgji, po 1—2 tyd-
nech ji dokonce ani nesni?i, jak ukézal sim Freund (1951) nebo Westwater (1940a, b).
Lozisko vzniklé vstiikem adjuvans je oviem hlavnim skladitém materidlu emulse
intaktni ¢ pozménéné <&innosti bunék, sladistém, které ve formé chronického
abscesu muZe pfetrvat velmi dlouhou dobu. Bakterijni antigen na&li Halbert, Mudd
aSmolens (1946, cit. White a sp.), je§té za 22 tydni, bilkovinny antigen Talmage a Dixon
(1953) po dvou tydnech; v chronickém abscesu je popsdno uchovani na p¥. virulentni
infekce po desitky let. Ale metastasovani do plic, jater a zejména do lymfatickych
tkani pfivadi zvolna uvoliiovany antigen do kontaktu s mnohem vé&tsimi reservami
bunék, které davaji vznik plasmatickym prvkim, u nichZ je produkce protilatek
stdle nejpravdépodobnéjsi (White, Coons a Connolly 1955). Granulom sam — soud&
podle obsahu plasmatickych bunék — se na tvorb& protilatek vyznamné netdastni.
U moréete a pro rozpustny antigen totéZ dokazali Askonasova a White (1956).

Souhrn

Utinek lipoidniho adjuvans s emulgovanou inaktivovanou vodni suspensi Salmo-
nella paratyphi B jsme sledovali u kralikui serologicky a histologicky po osmnéct
mésicti. Porovnavali jsme tento tdinek s rtzné sestavenymi injekcemi samotného
lipoidniho adjuvans a samotného antigenu. Ani v piipadé ¢trnact dni opakovanych
injekei antigenu do loziska adjuvans pod kaZi pokusného zvifete nebyl vyvolan
obraz bliZ§i adjuvantni imunisaci nez normalni podkoZni imunisaci. Nalezli jsme jen
maly podpirny Géinek zadnétu ze samotného lipoidniho adjuvans. Parafinom vyvo-
lany pouze olejem bez antigenu nevykazoval jiz po sedmi mésicich granulagni akti-
vity, zatim co emulse vodni suspense antigenu v oleji vyvolavd tvorbu mocnych
kolagennich pouzder kolem loZisek adjuvans, v nichZ velmi dlouho (16 mésicit) proni-
kaji zony granulatni tkdng¢ a velmi pozvolné se odbouradvéd chrinény antigen.
Metastaticka granulaéni loZiska ze zavleteného adjuvans byla nalezena v mistnich
uzlindch, slezing, plicich a jatrech. Dochéazelo k dlouhodobé stimulaci a hyperplasii
lymfatickych tkani s relativné vysokym obsahem plasmatickych bundk v &ervené
pulpé sleziny a ve dfeni uzlin, mensim v mistnich granulomech a s piechodnym jich
zmnoZenim v tuku sinu ledvin a k hyperplasii nadledvinek.

Titr aglutinaénich protilatek byl aZ do osmnactého mésice vy33i nez 1 : 8, titr
inkompletnich protilatek se relativné zvySoval v pozdnich stadiich ptisobeni adju-
vantniho procesu.

Adjuvantni proces proto vysvétlujeme predevdim ochranou antigenu v mistech
deposice a vybavenim dlouhodobého reakéniho ¥etézce ze souhry mistnich a celko-
vych ¢initeli, s moZnosti stimulaéniho Gd¢inku komplext vznikajicich p¥i reakei
antigenu a protilatek na granulaéni schopnost tkédni a s dlouhodobou stimulaci
lymfatickych tkéni a bunék produkujicich protilatky. Je nutno poditat i s podptr-
nym téinkem endotoxinu salmonel.

Za technickou spolupraci dékuji Marcele Koschové.

112

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7

Literatura

Askonas, B. A., White, R. G.: Sites of antibody production in the gus pig. The relation between in
vitro synthesis of anti-ovalbumin and y-globulin and distribution of antibody containing plasma cells.
Brit. J. Exp. Path. 37 : 61, 19586.

Biozzi, G., Benacerraf, B., Halpern, B. N.: The effect of Salm. typhi and its endotoxin on the phagocyts
activity of the reticuloendothelial system in mice. Brit. J. Exp. Pathol. 36 ; 226, 1955.

Biirki, F., Fey, H.: Blockingtest und modifizierter Coombstest in der Serodiagnostik der menschlichen
Brucellosen. Schweiz. Zschr. Allg. Path. Bakt. 16 : 945, 1953.

Cavallero, C.: Etudes sur la régulation hormonale de I'inflammation. Rev. Canad. Biol. 12 : 189, 19563.

Carlinfanti, E.: Antitorin response to repeated (daily) doses of diphieria toxoid. J. Immunol. 66 : 311,
1951.

Chaljapina, K. T.: I genideskaja reakts t © jeje fizvologidesks;j k ti. Voprosy infek-
cionnoj patologii i immunologii, Moskva 1954.

Dubos, R. J., Schaedler, R. W.: Reversible changes in the susceptibility of mice to bacterial snfectionas, I.
Changes brought about by injections of pertussis vaccine or of bacterial endotoxins. J. Exp. Med. 104 : 53,
1956.

Duran-Reynals, F., Mc Crea, J. F.: The ground subst of the hyme in inflammation. Rev. Canad.
Biol. 12 : 262, 1953.

Ehrich, W. E.: Adaptation phase in inflammation. Rev. Canad. Biol. 12 : 127, 1953.

Fischel, E. E., Kabat, E. A., Stoerk, H. C., Bezer, A. E.: The role of tubercle bacills in adjuvant emulsions
in antibody production to egg albumin. J. Immunol. 69 : 611, 1952.

Fischel, E. E., Kabat, E. A., Stoerk, H. C., Skolnick, M., Bezer, A. E.: Suppression by cortisone of granu-
loma formation and antibody in guinea pigs receiving egg albumin with Freund adjuvants. Fed. Pro-
ceedings 12 : 442, 1953, J. Allergy 25 : 195, 1954.

Freund, J.: Some aspects of active immunisation. Ann. Rev. Microbiol. 1 : 291, 1947.

Freund, J.: The effect of paraffin oil and tubercle bacilli on antibody formation and sensitization. Amer. J.
Clin. Path. 21 : 645, 1951.

Freund, J., Casals-Ariet, J., Genghof, D. S.: The synergistic effect of paraffin oil combined with heat killed
tubercle bacill. J. Immunol. 38 : 67, 1940.

Freund, J., Lipton, M. M., Pisani, T. M.: Immune response to rabies vaccine in water-in-oil emulsion. Proc.
Soc. Exp. Biol. Med. 68 : 609, 1948.

Freund, J., Schryver, E. M., Mc Guiness, M. B., Geitner, M. B.: Diphteric antitoxin formation in the horse
at the site of toxoid and adjuvants. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 81 : 857, 1952.

Freund, J., 8tern, E. R., Pisani, T. M.: Isoalergic encephalomyelitis and radiculitis in guinea pigs after one
injection of brain and mycobacteria in water-in-oil emulsion. J. Immunol. 57 : 179, 1947,

Freund, J., Thomson, K. J., Sommer, H. E., Walter, A. W., Pisani, T. M.: Antibody formation and
sensitization with aid of adjuvants. J. Immunol. 60 : 383, 1948.

Gindin, A. P., Ziv, B. V.: Morfologideskoje izuéenije mestnoj reakcii na vvedenie kiseénych vakein. Voprosy
aktivnoj immunizacii protiv ki8e¢nych infekeii, Moskva 1955.

Hole, N. H., Coombs, R. R. A.: The conglutination phenomenon. J. Hyg. 45 : 480, 490, 497, 1947.

Hummel, K.: Die inkompleten Antikdrper in der Immunobiologie. Stuttgart 1955,

Janev, E.: S8dé&lenf na imunologické konferenci CSAV, Liblice, 1954.

Klimentova, A. A.: Summacija razdrafenii pri immunizacii korpuskuljarnymi antigenami. Voprosy
infekcionnoj patologii i immunologii, Moskva 1954.

Lundin, P. M., Schelin, U., Pellegrini, F., Mellgren, J.: Plasma cell production in the ad: ptation syndrome.
Acta Path. Microbiol. Scand. 35 : 339, 1954.

Meier, R., Desaulles, P., Schir, B.: Uber die Wirkung von Mischungen eines antigenhaltigen Plasmas mit
einem antikorperhaltigen Serum auf die Entwicklung des Fremdkorpergranuloms, Experientia 11 : 442,
1955.

Menkin, V.: Modern views of inflammation. Int. Arch. Allergy 4 : 131, 1953.

Moll, F. C.: Studies on serum proteolytic enzyme inhibion. Effect of tissue destruction, cortison acetate, and
splenectomy on the serum trypsin inhibitor. J. Exp. Med. 103 : 363, 1956.

Najjar, V. A., Fischer, J.: The mechanism of antibody-antigen reaction. Science 122 : 1272, 1955, Biochim.,
Biophys. Acta 20 : 158, 1956, s

Patotka, F., Slonim, D.: Pokus o imunisaci proti chfipce za poufits lipoidnich adjuvancii. Cs. hyg. epid.

" mikrobiol. imunol. 3 : 121, 1954,

Patodka, F. a kolektiv: Nade dosavadni vysledky imunisace za p i lipotdnich adjuvancii, Sdélenf na
imunologické konferenci (SAV, Liblice, 1954.
Ramon, G.: Le principe des substances adj tes et stimulantes de I'4 ité a été posé il y a trente ans.

Ses bases. Ses applications. Bull. Acad. Vét. Fr. 28 : 337, 1955.

Salk, J. E., Laurent, A. M.: The use of adjuvants in studies on influenza immunisation. J. Exp. Med. 95 :
: 429, 1952.

Schmidt, H.: Natur und Verhalten von urnvollstindigen Antikorpern im Allgemeinen. Schweiz. Zschr. Allg.
Path. Bakt. 17 : 400, 1954.

113

Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7



Approved For Release 2008/04/10 : CIA-RDP80T00246A002900500008-7

.

Sterzl, J.: Dlouhodobd imunisace I. Utlum tvorby protildtek p#i kasdodennt imunisaci. Cs. mikrobiol. 1 : 7,
1956.

Talmage, D. W., Dixon, F. J.: The influence of adjuvants on the elimination of soluble protein antigens and
the associated antibody response. J. Infect. Dis. 93 : 176, 1953.

Terentev, F. A., Stefanova, E. P.: K voprosu o roli nervnoj sistemy v immunogenese pri vakcinacit ubitymi
mikrobnymi kulturami. ZMEI (2) : 20, 1954, .

Van&dek, R., Schindler, J., John, C.: Tkd#fovd reakce pfi imunisaci lipoidnimi adjuvanciems. Sdéleni
na imunologické konferenci CSAV, Liblice, 1954. ‘

Vogel, F. 8.: A lipolytic enzyme in reactive histiocytes of guinea pigs with experimental encephalomyelitis.
J. Exp. Med. 93 : 305, 1951.

Vorobev, L. A.: Immunogennost deponirovanovo anatoxina v zavisimosti ot stepenti sorbcii antigena. Bjul.
Exper. Biol. Med. 39 : 71, 1955.

Walsh, T. E., Smith, A. O.: The influence of polymorphonuclear leucocytes and macrophages on antibody
production. J. Immunol. 66 : 303, 1951.

Westwater, J. O.: Antibody formation in a tuberculous lesion at the site of inoculation. J. Exp. Med. 71 : 455,
1940a.

Westwater, J. O.: Antibody formation in a lesion produced by tuberculous bacilli suspended in paraffin ol:
excision of the antigenic depot. J. Immunol. 38 : 267, 1940b. )

White, R. G., Coons, A. H., Connoly, J. M..: Studies on antibody production. IV. The role of a wax fraction
of Mycobacterium tuberculosis in adjuvant emulsions in the production of antibody to egg albumin.
J. Exp. Med. 102 : 83, 1955.

Wood, H. F.: The relationship between the acute phase response and antibody production in the rabbit.
J. Exp. Med. 98 : 311, 321, 1953.

WMMyHOSIOrMYeCKe ¥ THCTOJOTMYIeCKMe UBMeHeHN NPY MMMYHH3AIMU JINHOMTHEM
adiuvans

M. Toay6s
PeszowMme

Heiictere sunongHoro adiuvans (napagmeEoBoe Macio ¢ JIAHOJMHOM) ¢ dMYJbcHGUIMPOBAKHO i
MHaKTMBHPOBAHHOH BORHOM BaBechio Salmonella paratyphi B mcciegoBasiock HaMu y KpPOJIAKOB
CepoJIOrMIecKy M rucTojiormdeckn B Tedenne 18 mecanes. IIpomsBoiuiIochk cpaBHEHUE 3TOTO M-
CTBHUSA ¢ YKOJIAMHA Pa3JINYHOro cocTaBa janonaHoro adiuvans m anTurena. Jaxke npm 2-HeJlelTbHEIX
€KeHEBHEIX YKO1aX aHTHIeHa B NOXKOMKHEIA odar adiuvans y NMOJONLITHOrO XKMBOTHOTO HE BO3-
HAKAJIa KapTHHA, KOTopas Obi 60JIbIe HAIOMUHAJIA 81 BIOBAHTHY 0 IMMYHH3AIIHIO, YeM HOPMAJIbHYIO
TOJKOKHYI0 MMMYHH3AIMIO. DBIIO OTMEe4eHO TOJILKO He3HAYHMTE/IbHOe BCHOMOraTellbHOe NedcTBHe
pocnalieHmss 0T camoro Jumompioro adiuvans. ITapadmaoMa, BHI3KIBAIONIAACH OXHHEM TOJIBKO
macsioM, Oc3 aHTHTeHa, yie depe3 7 MecANEB He NPOABIAJIA IPaHYJIAIMOHHOH AKTABHOCTH.

OMybCHA BOIHON B3BeCH aHTUTeHa B MacJjie BRI3hBaeT 06pazoBaHme MO KOMeH IJIOTHRIX KOJLIa-
TeHHBIX KAamcyJs BOKPYr odara adiuvans, B KOTOpHe S0HK IPaHY/JIANMOHHOH TKAHM NPOHUKAIOT
JIAUIB OYeHBb MeJVIeHHO (16 MecsAlLieB) B B KOTOPHIX O9eHb HECKOPO paspyllaeTcd XPAHANMHCH B HUX
aHTAreH. Bropuyunsie MeracTaTHYeCcKHe IPaHy/IAHOHHARe o4ary adiuvans Geuin HaifAeHsl B aaMari-
YCCKMX Y37aX, B celle3eHKe, JlerkmX ¢ nedenn. HaOmomanmes NIUTEeNbHOE CTHMYJIMPOBaHHE
i TUNepIIasus TUMPaTHIeCKUX TKaHe# (¢ OTHOCUTENIFHO BEICOKMM COJlEPKaHHeM TJIa3MaTHIeCKHX
KJIeTOK B KpacHOH IyJIbNe cejle3eHKM M B MO3TOBOM BellecTBe JMMpaTHIeCKUX y3J0B, — HO
¢ MEHBIIMM HX cOJlepKaHWeM B MECTHBIX I'DaHYJIOMaX, — M CO BPeMeHHRIM Da3MHOMKEHHEeM MX
B JKHPOBOM TKAHW CHHYCA NOYEK), a TAaK:Ke FMNepTpodud U IMNepniasua HAXNOUYEIHHAKOB.

TUTp arTJIOTHHUPYIOMUX aHTHTE] BIJIOTH N0 18-ro MecAna OuniBan Bhime, uem 1 : 8, TUTP HemnoJs~
HHIX AHTHTE] HECKOJBLKO IOBHINAJICA B NO3JHMX CTAAMAX [AeHCTBHA al’bIOBAHTHOIO IIpoOIEcca.

ITosToMy MH 00BACHSAeM aJBIOBAHTHEIA NpoIece NPeKAe BCEro KaK 3allMTy aHTHIeHa B MecTax
€10 OTJIOKEHHA M KAK BOSHMUKHOBEHHE [IMHHOM HenM Peaknuil B3anMONeHCTBIA MECTHRIX H o0mux
dakTopoB, —- IpM BOBMOMKHOCTH CTHMY/IMPOBAHMA HEHCTBHA HA IPAHYIALMOEHYK CHOCOOHOCTH
TKaHel TeX KOMILIEKCOB, KOTOPEE BO3HUKAIOT DK PeaKNHH aHTAreHa ¢ aHTHTENIOM, — KaK 1 JUIn-
TEJIBHOTrO cnenaPaIecKoro ¥ HecnenuPAIECKOro CTUMYIMPOBAHUSA AEATeNIBHOCTH AnMQaTHdecKnx
THaHeH M KJIETOK, BHpaGaTeBalomux aHTATeNa. HeoOGXOAMMO yIMTHIBATH TAKMKe aN’BIOBAHTHOE
fmeficTBEe 9HMOTOKcHmHa Salmonella.
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Immunological and Histological Changes in Immunization with a Lipoid Adjuvant
M. Holub
Summary

A serological and histological study was made of the action of an adjuvant (paraffin oil and lanolin)
in combination with an emulsified, inactivated water suspension of Salmonelle paratyphi B on rabbits,
over a period of 18 months. A comparison was made of this action with that of isolated injections of the
lipoid and of the antigen, in varying combinations. Even after injecting the antigen for 14 days into
a deposit of the oil under the skin of the experimental animal, only a slight adjuvant effect was obtained
and there was not much difference in antibody formation from that in normal subcutaneous immunisa-
tion. The granuloma from the lipoid adjuvant itself was smaller than the granuloma induced by the
water-in-oil emulsion of antigen and it displayed no granulation activity after seven months.

An emulsion of a water suspension of the antigen in oil induces the subcutaneous formation of large
collagenic capsules round the deposits of the adjuvant, in which zones of granulation tissue penetrate
for a very long time (16 months) and the protected antigen is broken down very gradually. Metastatic
foci of granulation from the adjuvant were found in the local lymph nodes, spleen, lungs and liver.
Prolonged stimulation and hyperplasia of the lymphatic tissues occurred (with a relatively high con-
tent of plasma cells in the red pulp of the spleen and in the medulla of the nodes, a small content of
local granulomata and transitory proliferation of these in the fat of the renal sinus) together with hy-
perplasia of the suprarenals. '

The titre of agglutinating antibodies up to the 18th month was higher than 1 : 8; the titre of incomplete
antibodies showed a relative increase in the last stages of the action of the adjuvant process.

The adjuvant proocess is, therefore, explained primarily as a protection of the antigen at the sites of
deposition and as the elicitation of a prolonged chain of reactions from the interplay of local and general
factors, with the possibility of the stimulating effect of complexes developing during the reaction of the
antigen and antibodies on the granulation capacity of the tissues, and with prolonged specific and
nonspecific stimulation of the lymphatic tissues and cells producing the antibodies. The enhancing
effect of endotoxic components of Salmonellas may by included.
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Ceskoslovenskd

MIKROBIOLOGIE
roénik 2. (1957) — ¢&. 2

Pou#iti respirometrie v pidni mikrobiologii. I.

Metodika makrorespirometrie

JAROSLAV DROBNIK

Oddsleni ptidni mikrobiologie, Biologicka fakulta Karlovy university, Praha
Doflo 3. 7. 1956

Sledovani vymény plynt je jednou z cest, jak studovat biologické pochody pfimo
ve vzorku pidy. Zatim co pro méfeni tvorby kysliéniku uhli¢itého bylo vypracovano
mnoho metodik, je stanoveni spotieby kysliku opomijeno, hlavné snad pro nesnad-
n&j&i metodické zachyceni. Pfi tom jsou udaje o spotiebé kysliku spolehlivé ve viech
druzich pid a informuji nas bezprostiedné o mineralisa¢nich pochodech.

Mikrorespirometr se pouZiva v kratkodobych pokusech. Jde bud o Warburglv
piistroj (Gamble, Mayhew a Chappel 1952, Chase 1953, Rovira 1953) nebo jeho
modifikaci (Johnston 1953). P¥i dlouhodobych pokusech ve Warburgové respiro-

1x7

metru dochézi k metodickym potiZzim (Johnston 1953). Kromé toho dovoluje War-
burgtiv piistroj pouZivat pouze nékolika gramu vzorku, coZ nepfedstavuje pramérny
vzorek pfi studiu mineralisace piirozenych a ¢asto znaéné heterogennich substrati,
jako jsou rostlinné zbytky, mrva a komposty.

Pro studium déle probihajicich pochod se proto hodi lépe piistroje, dovolujici
pracovat s 50 a% 200 i vice gramy pady a umoznujici snadnou nadhradu vydychaného
kysliku. V této praci popisujeme makrorespirometr, ktery dovoluje pracovat se
100 g pidy a po prakticky neomezenou dobu.

Popis pFistroje

Jako pokusnyeh nddob jsme nejdiive pouivali Fernbachovych banék s postrannim tubusem (obr. 1)
o obsahu 1500 az 1800 ml, s primérem dna 210 mm. JelikoZ tyto baiiky nedovoluji pouZit absorpénich
kaliski s dostatensd velkym povrchem, probihalo pohleovéni kysliéniku uhli¢itého v louhu pfi vysokych
respiraénich rychlostech pomalu. Proto jsme zhotovili respira¢ni komirku, které tyto nedostatky nema.

Je to podlouhlé plechové skiinka 200X 150 X 50 mm veliké, uzaviend na uzké strand kovovym vikem
s gumovym tésndnim a piitatenym Srouby. V zadni sténd mé dvs trubky, z nichz horni pro pfivod kysliku
usti v poloving komtirky. Na postrannich sténéch jsou dvé liSty k zasouvéni skel se vzorky. Vzorek
zeminy je rozprostfen na sklen®né desce rozméri 146 X 160 mm na plose asi 120 x 130 mm. Takové
desky mohou byt do komtirky zasunuty dvé, &im¥ lze zvét3it uziteénou plochu a tak i citlivost ptistroje.
Jako absorpéni nédoby poufivéme vika Petriho misky o priaméru 120 mm, do niz ddvdme 20 ml
5—10%, KOH a filtraéni papir nebo hrudky pemzy pro zvétSeni povrchu. Pomér uZiteéné plochy
k objemu komtrky je asi 312 em? : 1500 ml (u Fernbachovy batiky asi 345 em? : 1800 ml). Pro respira¢ni
rychlosti pod 2 ml za hodinu neni rozdilu mezi pokusem v baifice &i komurce. V této oblasti miZeme
pouzit obou typu.

Sklen&né baitlky B1, B2 nebo smaltované plechové komurky (déle jiz jen ,baiiky’) jsou ponofeny
v termostatické ldzni L temperované s piesnosti desetiny stupnd. Prvni z trubidek je napojena pfes
kohouty K’1, K’2 . . . na dopliiovaci kyslikovy (na obr. 1 tedkovén) obvod a prochéazi tubusem na druhy
konec batiky (do poloviny komirky). Kyslik pfechovédvdme v nédobd P, kterd je té% ponofena v lazni.
Odtud je vytladovan vodou z nédoby V. Za nédobou P je zafazen reduktor tlaku R’. Nddobu P plnime
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kyslikem ptes kohout K’3. Druhé trubitka vychézi p¥imo z tubusu baiiky a je spojena pfes kohouty K1,
K2 ...s mérnymi rameny manometra M1 a M2. Kontrolni rameno manometri je zapojeno na prézdnou
nédobu B’. Jako manometrické kapaliny pou%ivime v manometru M1 obarveného alkoholu a v mano-
metru M2 rtuti (pro vétsi rozdily tlak). Manometry lze odpojit uzavienim kohoutii K3 a K4, K vyrov-
néni tlaku v méficim (kontrolnim) obvods slou#i tlaska 7'4 (T3). Tlatky T'1 a T'2 reguluji hladiny mano-

(

e

My

f = ;

2 K
; L
) 8 \ -4

Obr. 1. Schema respirometru. Jsou zakresleny pouze dvé méfici batiky BI & B2 a jedna kontrolni B’.

Pouzivany prototyp mél 20 méficich a 4 kontrolni baiiky. K1, K2 — kohouty maficiho, K1 a K’2 kysliko-

vého obvodu; K3, K4 — kohouty manometrii; K5 — kohout kontrolniho obvodu; K6 a K7 — kohouty

tlagek; K8 — kohout evakuaéni a K’3 — hlavni kohout kyslikového obvodu. M1 alkoholovy, M2 rtu-

tovy manometr. T1 a T2 tladky vyrovnévajici hladiny manometrt. 7'3 a T4 tlatky regulujici tlak plynu

v méficim a kontrolnfm obvod$. R — reduktor vakua a R’ — reduktor tlaku kysliku. P — reservoir
kysliku.

metrické kapaliny. Tlak odeit4éme na mémém (t. j. levém) rameni manometru. Abychom v koritrolnim
obvods zachovali stéle stejny tlak, stavime meniskus v kontrolnim rameni na nulu. Timto zapojenim se
sice komplikuje rovnice pHstroje, ale tidaje pak nemusime korigovat na zménu barometrického tlaku.
Batiky evakuujeme ptes reduktor vakua R a kohout K 8. Spottebu kysliku a produkei kysli¢niku uhlidi-
tého vypoditéme jako u nepfimé Warburgovy metody.

Teorie ptistroje

Pristroj je tedy zaloZen na obdobném principu jako Barcroftiv respirometr s tim rozdflem, %e kom-
pensaéni rameno upravujeme v#dy na nulu a kontrolni batika pfedstavuje proto prostor s konstantnim
tlakern. Objem m&rné batiky neni oviem konstantni. Je-li piivodni mnozstvi plynu (symboly viz Klein-
zeller, Mdlek a Vrba 1954):

, 273 1.-1

Vo= [Vp*f (P —p) + Vix . (P — P)J Py (1)

pak je koneéné mnozstvi: .

i , , ] 273 1..,-
Vi="Vo+ AV =|(V,, +ha) 7 (P —p + k) + I/’ka.(P—p+h)]Po‘ 2)
zména mnoZstvi plynu je tedy:
C 273 273

N R Y e B ®)
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U naSeho piistroje, ktery ma pomérnd slozity rozvod, lze té%ko stanovit piesny objem. Proto jsme
konstantu stanovili vypoétem pouze pfibliznd a presnou hodnotu jsme ziskali metodou Miinzer-Neuman-
novou. Ziskané hodnoty se dobie shodovaly a pohybovaly se od 0,112 do 0,120 ml . mm~—L Rozdily
hodnot pro riazné vysky k byly sestaveny do grafu korekei.

V aerobnich pokusech je t¥eba zajistit dostatetnou koncentraci kysliku v plynné fézi. Pro své pokusy
jsme jako piipustny vykyv uréili kolisani koncentrace kysliku maximélng -+ 10 9% puvodniho mnozstvi.
Pti spotfebdch 10—20 ml kysliku na 100 g vzorku za hodinu, kterd se v nékterych pokusech vyskytla,
a pfi celkovém objemu plynné faze okolo 1400 ml to znamend, Ze kyslik musi byt dopliiovén pfi této
rychlosti respirace nejdéle za 90— 270 minut. Plyn pou%ity k dopliiovani musi byt upraven na teplotu
ldzné a musi byt pfi této teplotd nasycen vodnimi parami. Piivodni koncentrace kysliku v baiice je ddna
jeho parcidlnim tlakem P(,: :

_POQ
- P

Po vydychéni — AV 0, ml kysliku je nutno obnovit jeho podstedni koncentraci; pouzijeme k tomu plynu,
v ném% je koncentrace kysliku:

o,

cH > ¢
0O, Oz
K tomu, abychom obnovili vychozi stav, je nutno ptidat Vz ml tohoto plynu. Vysledny tlak viak musi
byt stejny, t. j. konetny objem vedkerého plynu musi byt opdt V,’. Proto je tfeba ptedem z batiky
odebrat Vy ml plynu. Pro baiiky s louhem v absorpénim kalisku, kde pokles tlaku p¥imo ukazuje spotfebu
kysliku, plati tedy:
Ve = — AV, — Vy 4)
a pro baiiku bez louhu v kalidku: ’
Ve = — AVo, — AVco, — Vy (4a)
JelikoZ soudet zmén mnoZstvi kysliku a kyslidniku uhli¢itého se v této bafice projevuji jako celkové
zména objemu plynné féze AV, miteme rovnici (4a) psét:
Ve = — AV — Vy (4b)
Vyjddfime-li podminku, %e dodané mno#stvi plynu (nasycené vodnimi parami o tensi p) ma obnovit
puvodni koncentraci ¢, pak ziskéme pro Ve:

P e=1 ’ A VO= =

Vrczp_p 0,-| —4Vo,— Vylco, + Vs (8)

Vyraz P . (P — p)-1. ca‘ je pro dany plyn a danou teplotu konstantni a oznadime jej f. Pro baiiku
s louhem plati, dosadime-li z (4):

- AVo,
_A[f'()2 — Ty =f.l—AVO._,— Vy<c()z + Vp )l @
z toho pak |
: Aavo, -1 -
Vy:AVOE.(l—f).lf~(0()g+ V )“ll (62)
p .

a obdobng pro baiku bez louhu

AV 11
Vy = AI'——f.AVoB.[/.(c()f}- VO')— l]
p }

Dali jsme si podminku, ze koncentrace kysliku v plynné fézi nesmi kolisat o vice ne% 10 %, puvodni
hodnoty. Vychdzime-li z podétedni koncentrace c0, = 0,2, je pfi splnéni vy%e uvedené podminky vyraz
4avo,. V1 mensi nef 0,02 a miZeme jej proto zanedbat. Vyraz pro Vy se tim znatnd zjednodusi,

zavedeme-li nové konstanty:

,_ 1=
I'=fo, =1
44 l
=0, =1
ziskdme pro né tvary
Vy=1{f.A4Vo, (7)
nebo .
Vy=§".(4V — f. 4Vo,) (7a)

které lze jednoduse vyjadtit graficky, nejlépe pffmo pomoci méfenych hodnot k. Doplitovéani kysliku tedy
nijak nezdrfuje méteni. Po uréité dobd pokusu propléchneme nédoby vzduchem. Tim také zabrénime
hromadéni nepfesnosti pti dopliovéni kysliku, které se v kratii dob& nemohou projevit, ale v dlouho-
dobém pokusu by se mohly seditat, a soudasnd v bafice bez louhu vyménime hromadici se kysliénik
uhli¢ity za dusik.
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Vysledky méfent

Pro vypodet produkee kysli¢niku uhliditého je velmi vyznamné kazda odchylka
v pritbdhu pochod# ve dvou paralelnich baiikéch. V tab. 1 proto uvédime pro srov-
nani vysledky méFeni u dvou soubdnych opakovani téhoZ pokusu. P¥i posuzovani
vysledki v tabulce je tfeba mit na zfeteli mez citlivosti ptistroje (pi dvouhodino-
vych intervalech odetfténi je asi 0,03 ml . hod.-1). Presto viak je zfejmé, Ze procesy
v druhém opakovéni jsou pongkud zpoZdény (asi o 2 hodiny), coZ se ve vzestupné
désti ktivky projevuje stdlym zdpornym, po zlomu kfivky pak kladnym rozdilem.
Déle je z tabulky patrno, Ze hodnoty pro kysli¢nik uhlitity jsou zatiZeny vét&imi
chybami nez pro kyslik.
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Obr. 2. Spotfeba kysliku a produkce kysli¢niku uhliéitého pidou, inkubovanou s 1 % kaseinu. Osa 2:
zména objemu plynu. K¥ivka O, — spotteba kysliku; Oy’ — hodinové rychlost spotieby kysliku v ml.
hod.—1; CO, — produkce kysli¢niku uhliditého. COy’ — hodinové rychlost produkce.

Jako piiklad stanoveni uvedeme spotfebu kysliku ludni pidou, inkubovanou bez
substritu a s glukosou, kaseinem a celulosou. Do baiiky jsme navéZili 100 g na
vzduchu vyschlé pady a rozdslili ji tak, aby pokryvala plochu asi 250 cm?. Vrstva
byla 1—3 mm vysoka. Organické litky jsme pfidavali v mnozstvi 1 %, a to kasein
préskovany ptmo do piidy za sucha, pradkovanou celulosu (pro sloupcovou chromato-
grafii) tym? zpisobem a glukosu ve form® roztoku. Paralelné byly nasazeny vidy
dvé bailky, z nich% jedna obsahovala absorpdni nidobku s louhem. Pida byla
ovlh&ena na 60 %, maximélni vodni kapacity. Teplota ldézng 20 °C. Obsah uhliku na
zad4tku a na konci pokusu je v tabulce 2. Dusiénany nebyly zjistény ani na podétku
ani na konci pokusu.
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Priibéh respirace je uveden na obr. 2 a 3. Na obr. 2 je zachycena respirace pidy
po pridéni 1 % kaseinu. Je to ptiklad takika horni hranice rozsahu pistroje. Respi-
raéni rychlosti nad 15 ml v hoding zptisobuji, jak vidime, nepiesnosti v méfeni.
Dile obr. 2 ukazuje, jak nespolehlivé jsou v tomto ptipadé hodnoty pro kysli¢nik
uhli¢ity. Klesaji na nulu (500 hodin) i pong¢kud pod ni; po piidéni plynného CO,
(15 ml do batiky po 650. hodiné) jsou zdporné hodnoty jiz zcela zfetelné. Je to Zpliso-
beno tim, Ze pH stouplo béhem inkubace z piivodni hodnoty 6,04 na 8,50. Obr. 2 je
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Obr. 3. Spotteba kysliku pfi inkubaci pudy: K — bez substritu, @ — s 1 % glukosy, C s 1 9, prdskované
celulosy. Osa z: hodiny, osa y: zména objemu plynu. Kiivky K, @, C — celkova spotieba v ml, K’, G’ ¢"—
rychlost spotieba v ml . hod.—1.

sestrojen tak, Ze pro kazdé méfeni je vypoditdna rychlost produkee. Pro mensi
rychlosti respirace je opét vyhodngjsi druhy zpiisob, kdy rychlost produkee je propo-
¢iténa vidy pro urdity vétsi tisek. Timto zptisobem je zakreslen obr. 3, ktery ukazuje
t¥i daldi typy ktivek: dvouvrcholovou kiivku pii respiraci s glukosou, nizké a Zpoi-
déné maximum pt¥i respiraci s celulosou a koneénd k¥ivku respirace pouze ovlhdéené
pudy.

Diskuse

Ukolem prace bylo sestrojit pfistroj k méfeni respirace piidy, ktery by vyhovoval
témto podminkdm: byl dostatetnd citlivy a presny, aby bylo mo#no podrobns
a kvantitativné sledovat biochemické premény latek v pids; dovoloval Sasté odedi-
téni, abychom mohli v ptpad® potfeby sestrojit prakticky kontinualni k¥ivku
respirace; zarucoval, Ze b8hem libovolng dlouhého pokusu se nezméni vlhkost vzorku
a obsah kysliku v plynné fézi neklesne pod stanovenou hranici; umoztoval bez
zvlastnich ndrokd na obsluhu soudasné sledovani asi 10 dvojic banék.
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Z ndkolika typh jiz navrZenych respirometrit jsme nemohli pouZit ani jednoho.
Typ respirometru podle Swabyho a Passeye (1953) je sice vtipné felen, nedovoluje
v8ak prab&iné a spolehlivé stanoveni produkce kysliéniku uhli¢itého. Volumetrické
pristroje (Lees 1949 a 1950), které aby byly dostateéné ptesné, by vyZzadovaly zdlouhavé
manipulace. Rychlé odeditdni dovoluje jedin® manometricky princip. Po mnoha
predbdznych zkouskach jsme dospéli k popsanému feSen.

Tab. 1. Priibsh spot¥eby kysliku a produkce kysli¢niku uhli¢itého ve dvou paralelnich pokusech. Luéni
puda 100 g, glukosa 1 g, NaNO; 0,243 g, voda 18,5 ml. teplota 20 °C.

“ Rychlost produkce
Rychlost spotieby - N o
Doba pokusu kysli¢nfku uhliditého
hor()i. kysliku ml/hod. Rozdil mlfhod.
I | 1L L | 1L

18,05 1,41 1,38 0,03 1,37 1,30 — 0,07
21,05 1,37 1,37 0,— 1,55 1,49 — 0,06
23,10 1,53 1,49 — 0,04 1,83 1,74 — 0,09
25,67 1,61 1,67 — 0,04 2,14 2,08 — 0,06
27,63 1,80 1,75 — 0,05 2,26 2,19 — 0,07
29,56 1,95 1,85 - 0,10 2,560 2,44 — 0,06
31,63 2,12 2,08 — 0,04 2,62 2,569 — 0,03
33,63 2,33 2,26 — 0,07 2,90 2,70 - 0,20
36,63 2,45 2,42 — 0,03 2,97 2,90 — 0,07
40,56 2,84 2,77 — 0,07 3,48 3,18 — 0,30
44,48 3,15 3,04 — 0,11 3,63 3,42 — 0,11
46,67 3,48 3,32 — 0,16 3,71 3,64 — 0,07
48,52 3,62 3,42 — 0,20 3,76 3,58 — 0,18
50,60 3,78 3,61 — 0,17 3,85 3,61 - 0,24
52,62 3,83 3,69 — 0,14 3,89 3,82 — 0,07
54,52 3,96 3,81 — 0,156 3,96 3,75 - 0,21
56,52 4,03 3,86 - 0,17 4,19 3,91 — 0,38
59,08 4,09 3,86 - 0,23 3,18 3,92 — 0,26
71,62 4,56 4,31 — 0,24 4,67 4,50 - 0,17
73,67 4,40 4,23 — 0,17 4,66 4,42 — 0,24
75,67 4,43 4,28 — 0,15 4,62 4,61 - 0,11
71,67 4,55 4,42 — 0,13 4,85 4,75 — 0,10
79,57 3,93 4,18 . + 0,21 4,20 4,40 + 0,20
81,01 3,89 4,12 -+ 0,23 4,25 4,45 + 0,20
93,60 3,80 3,84 + 0,04 4,48 4,50 + 0,02

-

Citlivost ptistroje je dédna jeho konstantou. Jak jsme jiz uvedli, pohybuji se
konstanty bangk mezi 0,110 az 0,120 ml . mm~1, t. j. odeditdme-li idaje na mano-
metru s presnosti 0,5 mm, zachytime zmény asi 0,06 ml.

Presnost piistroje zavisi na presnosti, 8 jakou vypoditime konstantu; v naSich
pokusech mély konstanty, vypoditané z jednotlivych méfeni (nejméné &tyt) maxi-
mélnf odchylku 40,001 ml . mm-3, t. j. 1 %. Dile zévisi na pfesnosti vytempero-
véni 14znd; maximéIng pozorovans odchylka tlaku ve dvou prizdnych nddobéch,
umisténych v razné d4sti 1ldznd, byla --1,6 mm, cot pfedstavuje asi 40,18 ml.

Presnost stanoveni zavisi nejen na presnosti piistroje, ale také na vzorcich. Vliv
vzorku jsme ukézali v pokusu, jehoZ vysledky jsou v tabulce 1.

Odetit4nim na pHstroji ziskdme vidy spotfebu kysliku a produkei kysli¢niku
uhlid¢itého v intervalu mezi dvéma mé&fenimi (nebof kyslik dopliiujeme vZdy po kaZ-
dém méfeni). Seéitame-li tyto hodnoty, dostaneme celkové mnoZstvi plynii produko-
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vanych pfipadné spotfebovanych od zaditku pokusu a vyndSime je do grafu.
Kromé toho z ka’dého méieni, nebo vidy za urdity interval vypoditdme rychlost
zmény objemu plynu a respiraéni kvocient (RQ). Hodnoty produkece kysli¢niku
uhli¢itého jsou viak vérohodné pouze u ptd s pH niz$im ne% 6,0. U neutrilnich neb
karbonatovych pid je 1ze hodnotit jen pfiblizng. Viibec se nelze na tyto tdaje spoleh-
nout v pokusech, kde vznikd amoniak, kyseliny, nebo se jinak méni pH.

Tab. 2. Obsah uhliku na zadétku a na konci pokusu v mg na 100 g pudy

Obsah uhliku ve 100 g pudy
Pokus Substrat .
podétedni, koneény
1 0 1070 1030
2 glukosa 1470 1120
3 celulosa 1530 1370
4 kasein 1570 1120

Ptiddme-li do piidy latku zndmého sloZeni, miiZzeme vypotitat stupeti jeji oxydace
jako pomér veskerého dosud spotiebovaného kysliku ve varianté s ptidanou latkou,
zmenfeného o kyslik spotfebovany v kontrole, k mno#stvi kysliku, potfebnému
k dplné oxydaci pfidané litky. Plati jen tehdy, neovliviiuje-li substrat endogenni
respiraci. U latek nezndmého sloZeni je nutno stanovit obsah uhliku. V pokusech,
kde pfichdzi v tvahu nitrifikace, je tfeba stanovit na podatku i na konci pokusu
veSkery a nitratovy, pfipadné i nitritovy dusik. .

Tim, %e nahrazujeme vydychany kyslik podle popsanych pravidel, poda¥ilo se ndém
udrZet #4dany parcidlni tlak kysliku v nddobach. Nelze oviem piehlizet okolnost,
e v batice bez louhu je vzdudny dusik zvolna nahrazovén kysliénikem uhliditym.
Do jisté miry to lze zanedbat, nebotf je zndmo, #e pidni vzduch v ptirozenych pod-
minkéch obsahuje znané zvySené procento kysliéniku uhliditého. Kdyby viak
koncentrace tohoto plynu stoupla nad hodnotu obvyklou v pidnim vzduchu, mohl
by se jeho vliv jiZ projevit, zejména na paralelité pritbdhu pochodu v baiice s louhem
a bez louhu. Abychom se vyvarovali tohoto nebezpedi, provétrivali jsme v urditych
intervalech pokusné batiky proudem vzduchu.

Nage prace méla pfedevdim metodické zaméfeni, a proto uvadime vysledky méfeni
spiSe jen jako piiklad funkce piistroje. Stanoveni pravidel mineralisace riiznych
latek si vyzida velkého podtu pokusi daleko sloZitéjsich, nez jsou uvedené ptiklady.
Tyto ptiklady jsme volili pouze proto, abychom ukazali rozsah pouzitelnosti navrze-
ného piistroje.

Autor dékuje Janu Kiitkovi a Alen$ Reichelové za technickou spolupréei.
Souhrn

V préci jsme popsali pistroj, dovolujici po neomezen$ dlouhou dobu sledovat
priabéZné spottebu kysliku a produkei kysli¢niku uhli¢itého v deseti stogramovych
nebo vétsich vzorcich pidy soulasn®, s presnosti asi + 2 %. Citlivost pfistroje je
podle uspofidéni pokusu 0,6 aZ 0,04 ul na gram vzorku. Teplota je regulovéna
s pfesnosti na desetinu stupng, vlhkost vzorku se prakticky nemé&ni, obsah kysliku
kolisd o + 10 9% kolem vychozi hodnoty. Uvedli jsme therorii pFistroje, zpiisob
pouZiti a popsali n&kolik pokusi, sledujicich mineralisaci organickych latek podle
spotreby kysliku.
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Hcnonn3oBanne pecnupoMeTpEM B MUKPOGHOIOTHE mouBH. 1.
MeToanKa MaKpOpeCcIHPOMETPAM

A. Jpobruxr
PeawowMme

OnMcHBaeTcA aONapar, NO3BOJAIIIHI B TedeHHe HEOTPAHAICHHO [(0JI'Or0 BpeMeHH HeNPepHBHO
cJe/ATh 3a NIOTPeGIeHAeM KACTI0pojia B NPO(YKIHel YIJIeKACIOro rada ofHoBpeMenHo B 10 o6pasnax
cpenut (BecoM mo 100 rp miam GoJibie) ¢ TOYHOCTHIO M0 =+-2%. UYyBCTBHTEIBHOCTL ANNAPATA Kose6-
JleTcs, B 3aBHECAMOCTH OT HOCTAHOBKE onwra, ot 0,6 1o 0,04 ux-Ha 1 rp obpasma. Temneparypa
peryampyercs ¢ TouHoCTBIO ;0 0,1°, BiasEOCTH 06pasma OCTaeTcA NPAKTAISCKH HeH3MeHHOH,
OTKIIOHeHAA CONEPHKARMA KHCJIOPOAA OT MCXOAHOH BEJIMYHEH coctaBisior + 10%. Manaraercs
TeopHs anmapata ® cnoco6 ero mpumenenma. ONHCAHO HECKOJBKO ONKITOB IO HMCCJIEJOBAHHIO
MHEEPATA3ANMA OPTAHHIECKAX BEHIECTB B 3ABHCHMOCTH OT NOTPe0neHEA KHCIOPOAA.

The Use of Respirometry in the Microbiology of Soil. I.
A Method of Macrorespirometry

J. Drobnik
Summary

The communication describes an apparatus which makes it possible to carry out for an indefinite
period a parallel study of the consumption of oxygen and production of carbon dioxide in ten 100 g.
specimens (or larger specimens) of soil simultaneously, with a degree of precision of approximately + 2%.
Sensitivity is from 0.6 — 0.04 ul./g. specimen, according to the arrangement of the experiment. The
temperature can be regulated to within 0.1°, the degree of moisture of the specimen remains practically
unchanged and the oxygen content varies within the limits of 4- 109% of the initial value. An account
is given of the principle of the apparatus, together with the method of use, and a number of experiments
studying the mineralisation of organic substances according to oxygen consumption are deseribed.
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Recense

Perspectives and Horizons in Microbiology
A Symposium edited by S. A. Waksman, Rutger’s University Press, Brunswick 1955.

Tato velmi zajimava knitka je souborem piehledt podanych na symposiu, potddaném pii zalofeni
mikrobiologického ustavu na Rutger’s University v New Brunswicku v USA, nékolika nejvyznamnsj-
8imi mikrobiology z rdznych usekG mikrobiologie. Kni¥ka podédvé nejen piehled zaméieni tohoto
zékladniho ustavu, ale i hlavni linie obecné mikrobiologie a zékladniho vyzkumu v mikrobiologii
viibec. Tim je jeji obsah pro nis pouény a podnétny a jisté nés musi vést k tomu, abychom konfronto-
vali né8 rozvoj v mikrobiologii s tim, co knitka podéva. Ustav si stanovi velké tkoly. Waksman ve svém
zévéreéném projevu je shrnuje: ,,Tento ustav zasvéti své usili studiu nejmensich forem %ivota, mikrobu,
at se nachdzeji kdekoliv a vyvijeji jakoukoliv &innost. Necht tento tstav je stfediskem, kde se budou
soustfedovat védei se v8ech stran svéta k préei, udeni i studiu. Pracovny tstavu jsou uréeny svobodnému
rozvoji védeckého poznéni pro blaho lidstva.” Ustav chce byt jakymsi doplitkem Pasteurova tistavu na
poli obecné mikrobiologie, mikrobni systematiky, fysiologie, biochemie, cytologie, genetiky atd.

Priznaénéd a svym zaméienim podndtnd je prednéska Cornelis B. Van Niela: Mikroby jako celek.
Autor v ni varuje pfed tim, aby ,,obecna” mikrobiologie nebyla ztotoZfiovdna s biochemii a aby
jedind linie studia mikroorganismf nebyla v biochemickému vyzkumu. Nepodcefiuje, co mu¥e dat
biochemie vyzkumu mikroorganismu a obrécens, ale zddrazituje komplexnost projevii mikroorganismi,
jejich organisace, ristu, jak odpovidaji na zevni &initele dré¥divosti, prom&nlivosti a pFizpasobivosti.
Tyto projevy nepozndme ,studiem jen isolovanych fragmentii organismu®. Uvadi pro to ptiklady
z otédzek permeability, adaptaci a mutaci, pohyblivosti atd. Zduraztiuje nutnost studia nejen celych,
zivych bungk, ale i populaci, a to nejen ¢&istych, ale i smiSenych. Varuje pied experimentélnimi arte-
fakty (na pf. varuje pred piilifnou davérou v praci s kulturami ziskanymi z jedné butiky: ,,dokonce ani
populace ziskané z jedné butiky nejsou zdaleka homogenni‘‘).

Dalsi prednd¥ka zndmého pracovnika z Pasteurova tstava 4. Lwoffa (,,Some Aspects of Metapoietic
Integrations'*) zdarazhiuje dalezitost studovat mezi jinymi proménami mikroorganismii otédzku lysogenie;
bakteriofdg totiZ v podobs profigu je pravdépodobn$ v tak tdsném svazku se strukturami, které ovladaji
dédi¢né vlastnosti bakterii, Ze jiZ svou pfitomnosti vyvolévé zmény, které praveé Lwoff nazyvé ,,meta-
poietickymi‘.

Na tuto pfedndSku navazuje referat znamého mikrobniho genetika J. Lederberga (Genetics and
Mccrobiology ), v némz jsou pfiznaéné nskteré jeho nézory. Predevsim uvéadi svou lekei Dubosovou
poznémkou, naplnénou skepticismem k formélni genetice (,,Bakterijni prom&nlivost pfechézi nyni ze
sbératelské skiifiky pfirodovédee do sofistické atmosféry biochemické laboratofe™); dale varuje pred
piilifnym zjednoduSovénim poznatké s bakterijnimi kulturami pii genetickém hodnoceni (,,b&zné
kultivaéni metody pfinaSeji stdlou zménu chemického prosttedi dodatkem k nevyderpatelné zésobs
systermatickych i pofddacich chyb*), zdurazituje dilezitost pritokovych metod v podobs t. zv. chemo-
statu, jak jej vypracoval Novick se Szilardem pro studium proménlivosti (,,sponténnich mutaci‘); ¥iké:
»sofistické studie bakterijnich mutaci nemohou déle neptihlifet k moznosti jejich experimentalniho
ovladéni s této strany’‘ a dodavé: ,,sponténni (pfes zdmérné nepochopeni dialektickych materialistaf ! )]
neznamend . . ., %o geneticky materidl postradd fysické spojeni s okolim‘ (!!). Ostatns ,,pokusy
8 chemostatem ukézaly vyznamny vliv zevniho prost¥edi na vyskyt sporadickych mutaci . ..“ Mluvi
také o genetickych rekombinacich, transdukeich a zdtraziiuje viznam jejich studia.

B. D. Davis ve svém refersté ( Nutrional and Enzymatic Studies on Microbial Mutants ) hodnoti otédzku
umtle ziskangych t. zv. auxotrofnich mutant pro studium metabolickych cest u bakterii a tim i pro
poznéni zékladnich procesi pfemény latek vitbec. Ukazuje to na piikladu studia syntesy aromatickych
sloutenin a hodnotf, za jakych podminek lze soudit, e ndm mutanta odkryvé skutetné intermedigrni
metabolity. Zduraziuje, %e k takovému zdvéru nestali, ukée-li se, e je rustovou latkou, nebo je-li
auxotrofni mutantou hromadéna. Jiz pevnéjsi je zdvér, podaii-li se z puvodniho, ,,divokého* kmene
ziskat enzym, ktery tuto latku rozklédé a ktery neni pfitomen v pouzité auxotrofni mutantd. Avsak
i pak je tfeba zdhraznit, %e skutedné intermedidrni létky mohou byt nestélé nebo védzané a nemusi byt
ptitomny nikdy vice nez jen ve stopéch. Léatky, které se odkryji jako rustové latky nebo se hromadi,
mohou byt jen odpadovymi derivéty, jen ,,bledé odrazy %ivé skutednosti.

Na zéklad$ takového kritického piistupu pak hodnoti ziskané poznatky o syntese fenylalaninu a uza-
vird, ze pravddpodobns kys. fenylpyrohroznové a prefenové (PPA) jsou skuteénymi normélnimi inter-
medidrnimi latkami. Podobn® je PPA asi prekursorem tyrosinu, kde¥to o kyselind fosfosikimové
soudi, Ze je produktem vedlej$im, stejn® jako kyselina chinové (quinic acid). Ptes to, %e vychézi z hypo-
tesy o souvislosti gent a enzymu (,,one-gene-one-enzyme theory'‘), sém ukazuje na slabd mista této
teorie.
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Dalsi stat H. A. Barkera (Progress and Problems in Bacterial Metabolism) se zabyva obecnd otdzkami
studia bakterijniho metabolismu jak s hlediska novych metodickych pfistupi, tak dosaZenych vysledka
i vyznamu pro Fe¥eni obecnych otézek metabolismu vibec. Ukazuje, jak z pavodni, &isté prizkumné
préce na poli obecné mikrobiologie se zalalo uZivat jako hlavni metody pokusu bilan¢ntho, ktery
poskytl mnozstvi zdvainych kvantitativnich adaji o moZnych cestéch fermentace, nemohl viak odkryt
skuteény proces s jeho postupem. Jako dalsi stupei studia uvadi poznéni, e za velikou rozmanitosti
metabolickych procesii u riznych mikrobii se skryvé velika podobnost zékladnich procesii. Z novéjsich
metod vymezuje moZnosti poutivéni metody isotopu, chromatografie, studia mikrobnich enzymu,
auxotrofnich mutant & zduraziiuje duleitost t. zv. techniky simulténnich adaptaci. I u nich viak
zdtraziuje, %e ,,metabolické procesy jsou tak dokonale koordinovény, %e je obtiino oddélit & identi-
fikovat jednotlivé reakce’. Upozorfiuje pak zvla¥té na nové poznatky o riustovych latkédch (kyselina
lipoové, ferrichrom, disacharid glukosy 8 N-acetyl-glukosaminem) ziskané hlub&im studiem mikrobni
vytivy. Upozorfiuje té% na jiné nez glykolytické cesty rozkladu cukru (cesta kyseliny glukonové,
ribulosofosfétu, 2-keto, 3-desoxy 6-fosfoglukonatu), na nové poznatky pii studiu trikarboxylového
cyklu, energii bohatgeh sloudenin (pttomnost jinych typt cytochromii & cytochromoxydésy u bakterif,
piitomnost cytochromovych slotek u anaerobnich bakterif redukujicich sulf4t). Ukazuje na dileZitost
studia procesti biosyntesy. Jako tkol pro mikrobiology stanovi studovat: obecné projevy Zivota na meta-
bolismu bakterii.

Stat J. W. Fostera (Molds as Metabolic Models) ukazuje na perspektivy vyzkumu hub. Zduraziuje,
%o neni tdelné oddslovat metabolismus hub od metabolismu bakterif, ponévad? maji mnoho podobného
a spoletného; bohutel studia hub bylo poutito nepomérné méné nez bakterif, 8¢ mé starou tradici —
hned od dob Pasteurovych. Hlubs{ studium bohatého kaleidoskopu katabolickych reakef, které jsou
schopny uskutettiovat houby, miite plinést velky prospéch nejen theoreticky, ale i prakticky. Je viak
k tomu tfeba daleko vice hiedat v p#rods, na pFirozengch nalezistich hub, pondvad sbirkové kmeny
byly vétiinou sbirény a vedeny jednostranng, a pouzivat novych zpisobi isolace. Jako piiklad takovych
neotekAvanych nélezit uvédi nalez plisnd, které stadi ethan jako jediny zdroj C. Stejnd tak syntetické
pachody u plisnf zasluhuji pozornosti a studia. Pfedpokldda, %e i plisné jsou schopny usivat sloudenin
s 13 uhliky jako zékladu syntesy. ‘

Jako dalsi je zatazena stat zndmého W. W. Umbreita (M. etabolic Pathways). Hodnoti v nf zékladni
typy metabolickych procesii v butice. Upozortiuje na 3 charakteristické rysy: 1. Velkd ¢4st chemismu
butiky se uskutedituje nikoliv syntesou de novo, nybr# daleko ekonomi&tdjiim zptusobem, t. j. pfenosem
nebo vjménou chemickych skupin. 2. Chemické procesy tvoli Fet3zce, v nichZ zaddtek velmi pevnd
urduje priabsh celé fady dalsich &lanka. P¥i tom vyslovuje domnénku (o které sdm k4, Ze snad vypadé
mechanisticky nebo malo uspokojivd), e adaptace je jen vyména jit hotovych metabolickych stezek
a kompetice mezi nimi, nikoliv jejich zména. 3. Charakteristické jsou procesy cyklické. Pro jednotlivé
metabolické procesy existuji alternétni, ale nepodetné stezky. Proto i metabolisovéni rizného vycho-
ziho materidlu dostévé vzdy jednotny smér. To asi plati nejen o rozkladu, ale i o syntese a je odrazem
jistych jednotngch principti v %ivé pirods. Zavérem zdirazhuje vyznam mikrobiologie pro obecné
studium pfemdny létkové, nebot pii metodické jednoduchosti dévd moinost studia velmi rozliénych
pochodii. :

P. W. Wilson (Pathways in Biological Nitrogen Fization) podévé prehled o historii studia biologické
fixace dusiku, o jeho v§zkumnych stezkéch a vyhledech; zde zduraziiuje hlavnd duleZitost isotopové
techniky.

Stat D. H. Petersona (Microorganisms and Steroid Transformations) geznamuje 8 pomdrnd novym
usekem, v ném# mikrobiologie zasahuje do praxe i teorie chemické syntesy: podévé prehled i vyhledy
piemdn farmakologicky dulezitych steroidis pomoci mikroorganismi. Ukazuje, Ze i pfi pokrotilé urovni
chemické syntesy jsou ptemény, které lze nepomérnd ekonomidtéji provéadét pomoci mikroorganismi.
‘Tim se obraci pozornost na novy zphsob vyuZiti mikroorganismd, ktery jiz nyni, za pomérnd kratkou
.dobu, dal pozoruhodné vysledky: biologické prem¥ny steroidii se dnes pouZivé na pt. pii vyrobé korti-
zonu, hydrokortizonu, estronu, testosteronu.

Ve theti ¢4sti symposia jsou soustfeddny prehledy, tykajici se vztahu mikroorganismt a vyssich
forem #ivota. Z nich jeden se tyké vztahu mikrobi k rostlindm, ostatni jsou vénovény jejich vztahu
k ¢lovéku a boji 8 nimi.

Piohled Starkeyuv (Microorganisms and Plant Life) ukazuje, jak mélo je probédéna otézka vztahu
mikroorganismi a rostliny, tak dulezité pro otézky zeméddlstvi. Neni vyjasnéna tloha mikroorganismi
v rhizosféte, a to ani pokud se tyde vlivu rostliny na mikroby, ani obracend; je nedostatek poznatki
o tom, co se déje na povrchu kofenti, netiplné jsou znalosti, co kofeny secernujf i co z produktii mikrob-
nich jsou schopny pkijimat. Déle podivé piehled o vyznamu a studiu mykorhizy a bakteriorhizy,
prechézi k parasitismu, pfi n¥m# se zastavuje u otdzky, co je imunita rostlin, jaké je role taninu a fenoli
vibec a i fytoncidi. Nakonec hodnoti vyznam antibiotik pro rostlinu: mohou byt pfijimény rostlinou
a pfenéeny v ni, nesporné maji piiznivy vliv na kli¢eni a rané fdze vyvoje rostlin.

Znémy badatel mikrobnich polysacharida Heidelberger hodnoti nejditleZitdjsi nevyfedené otdzky
imunologické (Some Unsolved Problems in Immunology): Misto a zpusob tvorby protildtek; v ¢em
:spodivé specifita bilkovinnych antigenti, zv148té specifitnost antigennich uhlovodand, sloZeni a specifita
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antigent krevnich skupin, podstata, mechanismus i kinetika G&inku komplementu, vztah alergie a imu-
nity (2 rizné protilatky f-globulin — sensibilisujici, & y-globulin — neutralisujici), podstata a specifi¢nost
alergenti. O budoucnosti imunologie ¥ké: ,,Moderni kvantitativni imunochemické metody pfindsejf
a budou ddle pfinélet mocné zbrans, které piinesou koneéné Yetieni®.

NerozieSenou otézkou chemoterapie virovych ndkaz se zabyvé ve svém ptehledu Horsfall F. L. Jr.
(The Inhibition of Virus Reproduction by Chemical Substances).Otézkou je jiz mechanismus mnoz%eni
virti: mno#f se nebo jsou mnoZeny ? I u virti vidime obdobi lag-féze a pak logaritmické mnozeni, jehoz
rychlost a tim i mnozstvi viru zévisf na oxydativnim metabolismu. Uvédi latky, které inhibuji mno%eni
bakteriofégii: proflavin zasahuje a% nitrobunsény proces, takZe zasahuje pozdé, udinnéjsi je 5-methyl-
tryptofan, ktery jej inhibuje v rané fézi, podobns i chloramfenikol. Ale zkusenosti s bakteriofagy nelze
pfenést na ostatni viry, nebot podstate jejich Gdinku i mno¥eni je jiné. Proti nim jsou nejslibnsjsi
analoge aminokyselin a purini: 5,6-dichlorderivat benzimidazolribofuranosidu (blizky B,, a adenosinu)
brzd{ nitrobun¥éné mnozeni, nemé p¥i tom tlinek na oxydativni metabolismus butiky; ménd téinny
je 2,6-dimethylimidazol. Zajimavé je, %e pouzderny polysacharid klebsiely specificky 16&f smrtelné
onemocnéni my${ pneumonii (zasahuje asi ji% béhem inkubace).

Eagle H. se zabyvé problémy vyzkumu antibiotik (Challenging Problems in Antibiotic Research ).
Uvédi tyto otézky: Poutiti antibiotik ve vyzkumu; Problémy resistentnich kmenii, zvI4sts stafylo-
kokt; Antibiotika proti erviim, prvokim a virdm; Permeabilita bunsk jako moZny limitujici faktor;
Toxicita antibiotik (pfecitlivélost proti penicilinu, gastrointestindlni poruchy po tetracyklinech, krevni
dyskrasie po chloramfenikolu). Podstatu vzniku resistence jako obecné biologickou otézku vidf v selekei
resistentnich kmenti ze spontdnnd vzniklych mutant a nikoliv v jejich vzniku pod d¢inkem antibiotik;
sdm viak upozoriiuje, Ze takto nelze vysvétlit vznik resistentnich kment po malych ddvkdch. O citli-
vosti na penicilin soudi na zéklad$ svych pokusii, Ze zavisi na schopnosti vézat penicilin — mno#stvi
vézaného penicilinu, které zabiji, je konstantni (1500 — 2800 molekul, t. j. asi 1,4—2,2 pg na 1 buiiku).

Za dalsi nevytesenou otdzku pokléds podstatu tdinku antibiotik. O dalsim vyvoji vyzkumu antibiotik
soudi, %o je duleZitdjsi studovat fysiologicky vyznam antibiotika pro samého jeho producents, nei
zkouset viechny mo#né filtraty z plisni a aktinomycet na antibiotickou titinnost. Vbec o dal$im vyvoji
chemoterapie Fikd, Ze ,,je tfeba hledat novy ptistup a novou orientaci, mé-li hledéni mit stile rostouci
produktivitu®.

Zajimavy je i zév¥retny projev Waksmantv (Microbiology Takes the Stage), v ndm# se zamy#li nad
nekterymi zdkladnimi otézkami perspektivy mikrobiologie a védy vibec. Ponsvad? tstav se bude
zabyvat i mikrobiologickou vyukou, zamyali se nad vychovou budoucich védet. Jsou pfi tom dva typy
vychovy: prvy se staréd naplnit kandidata védomostmi, druhy se snai plesvédéit jej o tom, Ze vi velmi
maélo. Druhy je obtiZngj, ale lepsi. O zam&Feni tstavu ¥ik4, %e se bude Fidit ptikladem Pasteurovym:
véda a jeji aplikace jsou nerozluéné spojeny; nebude péstovat proto ani jen ,,8istou, ,,zdkladni, ani
jen aplikovanou a praktickou védu.

Pro nds, kteif zadindme rozvijet perspektivy rozvoje nasi mikrobiologie, je tedy knitka plné poudenf.
V né&kterych bodech, a to ne vyjime&nych, se nak program shoduje 8 programem, ktery je nastindn
v symposiu, v jinych (studium metabolickych cest, genetiky, studium plisni) nés nabsdd, abychom
svou préci prohloubili a vice rozvinuli. V ndkterych otézkich méme na své tkoly nézory alespoi &asteéns
odliné (otézky imunologické, tikoly genetiky). Kazdy mikrobiolog v ni véak jist® najde mnoho podnéti.

Akademik Ivan Mdlek
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Zpravy

Doc. Ph.. Dr FrantiSek Stranak zemiel

Dne 15. II. 1957 zemiel doc. PhDr FrantiSek Strafdk (narozen 5. XIIL. 1875 v Boskovicich). Stu-
doval gymnasium v Litomy#li, kde maturoval v roce 1896. Na Karlové universitd v Praze studoval pak
botaniku, geologii, palaeontologii & filosofii a studia ukongdil doktordtem z botaniky v roce 1809. Byl
jednim z prvnich nadich mikrobiologl a také jeho habilitadni préce byla z tohoto oboru — bakterios
bramborii. Habilitoval se na Vysoké &kole zemddélského & lesniho infenyrstvi v roce 1917. Po studiich
na universitd pisobil krétkou dobu jako gymnasijni profesor. Nespokojil se timto tidélem. Proto uz
v roce 1907 pfechézi do vyzkumnictvi, které bylo tehdy skutetné v plenkéch a vyZadovalo vétdiho
nadeni, skromnosti a dobrovolného z¥eknuti se jiné, spdtndjsi kariéry. Nastoupil tehdy misto bakte-
riologa a fytopatologa na Vyzkumné stanici hospodétsko-fysiologické pii &eském odboru tehdejsi
Zemsdslské rady v Praze, s nékolike vyznadnymi jinymi pracovniky byl tam asistentem prof. Dr Julia
Stoklasy. Po roce 1918 podal budovat fytopatologicky ustav — ustav pro ochranu rostlin — v rémci
tehdy nové zfizovanych Statnich vyzkumnych ustavl zemddslskyeh (pro vyrobu rostlinnou) v Praze.
Byly to skromné zadatky, ve kterych tehdy Strafidk ve staré Grebovce zatinal. Ustav, kterému ptipa-
daly tak veliké ukoly, byl v jediné mistnosti, nebylo pracovniki. Ale Strafidkovi se podatilo dlouho-
letou praci vychovat kddry, vybavit tistav a pozvednout jej na uroveti evropského méfitka. V roce 1928
se tstav prestdhoval do Dejvic a Strafidk jej vedl at do svého odchodu do dtichodu, do 1. 1I1.1939.
Ale ani na zaslouzeném odpodinku Stratiék neodpotival. Pracoval na akeich pro ziskdni zdravych
bramborovych sadeb, na uznévéni osiva a sadi, spolupracoval s tehdejsim Ustavem pro ochranu rostlin,
pozdéji s fytopatologickym oddélenim Biologického ustavu CSAV, Kontrolnim ustavem min. zemé-
dslstvi a viude tam, kde byly prévem vyhledédvény jeho bohaté zkufenosti. O jeho %ivém zéjmu o sou-
tasny pokrok védeckého badani svédf i jeho ptedniska, kterou — pres sviij vysoky vék — prednesl
na celostétni konferenci o mikrobiologii pudy v tnoru 1954 v Liblicich.

Strafiék byl skromny védecky pracovnik. Nechlubil se tim, Ze vykonal dtleZité price mikrobiolo-
gické, ze k ndm zavad&l moderni fytopatologii a jejf praktickou aplikaci, ochranu rostlin, ve prospéch
celého stéatu. :

Stratisk zadal jako odvéiny botanik — probédal kvétenu tehdy jesté nedostupné propasti Macochy
a Sloupskych jeskyni (1906—1907). Jeho préce z let 1907 —1910 z mikrobiologie pudy, tykajici se ze-
jména otdzek azotobaktera a jeho zdmdrného poutiti pro zvykeni tirodnosti pidy a zvySeni vynosi,
zistévajf i dnes pracemi zékladnimi. Ale jiz v roce 1907 poznévd Strafidk svoje hlavni posléni: uvést
k nam pokrokovou ochranu rostlin. Pfechézi proto brzy, jit v roce 1908, na pole patologie & ochrany
rostlin. Do roku 1938 uvefejnil Strafidk pFes 200 védeckych a védecko-populérnich praci z celého
obrovského pracovniho pole tdchto oborti, z oboru mikrobiologie, mykologie, abiotické patologie,
virologie i entomologie a j. Oviiéd4 tento novy a obtiiny obor v métitku skuteénd svdtovém a také
v ném uplatiiuje svétovs hlediska. Z védeckych prac{ nemohu se nezminit alespofi o ndkterych: o fep-
nych nematodech, bakterioséch rostlin, americkém padli angreltovém, resistenci rostlin vi¢i chorobdm
a Bkddedm, o mouse burdkové, vlivu ultrafialovych paprski na vegetaci, o tfédsnénkéch, klejotoku
ovoenych stromd, o dervefch na ovocnych stromech, o obilnych rzich, o ptipravéich na ochranu rostlin,
o boji proti hrabokim, o radioaktivnich hnojivech, o organisaci ochrany rostlin, o snétivostech obili
a boji proti nim, o toxickém vlivu terpenti na vegetaci podrosta v jehlignatych lesich, o poutit otravnych
plyni k hubeni Zivotisnych gkidet, o mofeni osiva, o rakovind brambori, o virovych chorobéch,
zv145td o mosaice révy vinné, o ndkterych skodlivych dipterch, o spéle fepy, o mandelince bramborové,
o mandelince hlavadkové, o suchych motidlech, o chorobéch a Skidcich Inu, o mufe gama, o pana-
Sovéni révy vinné. Umyslnd jsem uvedl tento vydet neuspofddany podle obord tak, jak to vyzadovaly
problémy, také neuspotédand se vyskytujict.

Pro zavédani a organisaci ochrany rostlin a rostlinifské sluzby, jakofto duleZitého odvétvi zemsd-
dslské praxe i sprévy, obdtoval Strafidk mnoho tasu, ktery by byl jinak mohl vénovat préci védecké.
Pravem jsme ho povaZovali za jednoho ze zakladateli systematické ochrany rostlin u nés. V dobs,
ve které se daly v ochrand rostlin zmény rédzu revoluéntho, kdy bylo u nés tfeba se branit rakoviné
bramborti, nebezpeénym chorobém osiva, kdy se organisovalo uznévéni plodin pro ziskén{ jakostnich
osiv & s&di, byl Stratidk v#dy na svém misté. Zavad¥ni postiika chemickymi pipravky u stromi a kefd,
tspdiny boj proti rakovind brambord, moteni osiva obilovin suchou a mokrou cestou, boj proti virosém
rostlin, uspdiné zmahéni hrabosfch kalamit, to byly velké pfinosy na cestd, kterou Stranidk razil ve
prospsch lidu. Strafidk, presny realista ve v&ds, objevoval dileZité nové vdci na zéklads solidniho
faktického materislu, nepodcefioval pfi tom praci popularisaéni, publikeéni a pfednéikovou i préeci
v nejriznsjéich vetejnych institucich. Té% proto se %ivé uplatnil v nadi odborné préei zékonodarné
a vybudovénim pokrokové sluzby ochrany rostlin pFispél k zafazeni nas{ vlasti mezi pokrotilé zems.
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Na zékladech jeho préce jsme budovali my, abychom zase, a% n4s$ éas dospéje, préci predali rozvétvens
a specialisované skuping mladych pracovniki.

Strandk jako vysokoikolsky uditel mohl své schopnosti a znalosti uplatnit jen ¢4steéns. Ale v ostatni
své &innosti, zaklidaje své uéebni metody na pdti nezbytnjch vlastnostech: uslechtilosti v jednéani,
lasce k povolani, ovladdéni latky, svobods badéni & kritické, ale laskavé prisnosti, vychoval fadu oddda-
nych zaka. Vézili si ho — a jsem $taten, Ze se k nim mohu potitat — nejen jako laskavého vedouciho,
ale t6% jako dobrého &lovéka a otcovského ptitele.

Strandk, skromny a nendrotny &lovék, svou praci prospsl mnoha zemddsleim v nasem stat®, prispst
tak k jejich lep&imu Zivotu.

Jeho price nebude zapomenuta !

Ctibor Blattny
&en-korespondent CSAV

Vydavéa Biologicky ustav (eskoslovenské akademie vdd v Nakladatelstvi (s. akademie véd,
Voditkova 40, Praha II. Adresa redakce: Biologicky ustav GSAV, Na cvidisti 2, Praha XIX.
Administrace: Nakladatelstvi (s. akademie v&d, Voditkova 40, Praha II, tel. 246241, Uéet
Statni banky &eskoslovenské & 438-214-0087, &islo smérovaci 0152-1. Sni%eny poplatek povolen
vymdrem ¢&. 313-400-Be-55. Dohledaci poitovni ufad Praha 022. Tisknou a expedujf: Pra#ské
tiskdrny, n. p., provozovna 04, Praha XIII, 8amova 12. Vyslo dne 20. dubna 1957. - A-28147
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