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TULAREMIE
LABORATORNI DIAGNOSTICKE METODY

M. HEJZLAR, B. LUKAS
Vojensky ustav hygieny, epidemiologie a mikrobiologie v Praze

Tularémie patfi mezi typické antropozooné-
zy. Je relativné snadno prenosné na clovéka a
rozSifena je prakticky po celém svété.

Pivodcem choroby je mikrob, nejcastéji na-
zyvany Pasteurella tularensis (Bergey; syn.
Bact. tularense, Bruc. tularensis, Francisella
tularensis).

V poslednich letech bylo zjiSténo, Ze nékteré
kmeny izolované v Americe (USA) a v Evropé
a v Asii se od sebe ponékud 1isi, a to predevSim
ve virulenci (americké kmeny jsou vysoce vi-
rulentni, mimo jiné i pro kraliky, zatimco tzv.
euroasijské kmeny jsou pro kralika velmi slabé
virulentni) a fermentativnich enzymatickych
vlastnostech. Umrtnost onemocnélych osob
byla drive (pted zavedenim antibiotické tera-
pie) vySsi v Americe (5—9 %) nez v Evropé
1—2 %).

V poslednich letech dochazi k celé fadé one-
mocnéni u lidi i v Ceskoslovensku, coz klade
zvySené naroky na rutinni mikrobiologické la-
boratofe. Tularémie byla dfive povazovana spi-
Se za vzicné se u nas vyskytujici onemocnéni
a laboratorni diagnostice byla také vénovana
velmi mald péce.

Aktualnost situace dala podnét ke vzniku
této skromné prace, kterd ma slouzit jako pre-
hled soucasnych pouzivanych laboratornich
metod.

Kultivace

Pasteurellu tularensis se zfidka podari za-
chytit na kultivacnich médiich v primoizolaci,
ponévadz rust na béznych kultiva¢nich pldach
vyzaduje specialni podminky, které se in vitro
obtizné konstruuji.

Studium ristovych podminek na presné de-
finovanych meédiich ukazalo, ze P. tularensis
vyZaduje pritomnost 13 (i vice) aminokyselin:
arginin, kyselina asparagové, cystein,*) histi-
din, isoleucin, leucin, lysin, methionin, prolin,
serin, threonin, tyrosin, valin (alanin, fenyl-
alanin, tryptofan). Nezbytné jsou glutamin, cy-
stein a histidin. Velkd dulezitost se téZ priklada
thiaminu a sperminu (spermidinu)l,2. Vykonna
kultivaéni ptida musi obsahovat potfebné mnoz-
stvi glukézy, chloridu sodného a dale narazni-
kovy systém, ktery vyrovnava iontovou bilanci
naruSovanou nadmeérnou produkci amoniaku
z aminokyselin, vyvolanou metabolizujicimi
pasteurelami. Optimalni rGstova teplota se po-
hybuje v lzkém rozmezi okolo 36,8—37,1° C.
Velmi dualezité je i stalé udrZovani dostatecné
vlhkosti v termostatu béhem kultivace — nej-

*) Podle Ransmeyera et al.3, 4 sira pfiddvand do médii
musi se nachdzet v urcité konfiguraci — majici -SH
skupinu (cystein, cystin, thioglikoldt Na apod.).

lépe jednoduchym zplsobem: pozvolnym od-
pafovanim vody ze dna velké Petriho misky.
Klasické pudy — MacCoyova, Chapinova’ a
Francisova® se dnes jiz malo pouzivaji — jsou
malo vykonné a vyzaduji pfi izolaci z infek¢-
niho materidlu velka inokula; nékteré kmeny
nelze na téchto ptdach vibec zachytit. Obé pa-
dy se uplatiiuji pfi udrzovani kmenu jiz adap-
tovanych**) a byly nahrazeny ptadami citlivéj-
Simi, G¢innéjSimi, které soucasné dovoluji pro-
vadét diferencidlni diagnostiku. Velmi rozSire-
nou, zvlasté na zapadé, je ptda obsahujici glu-
koézu, cystein, krev, agar — GCBA (Downs et
al7).

Nam se velmi dobfe osvédcila plda s Na
thioglykolatem, glukézou, krvi a agarem —
TKGA (Lukas, Libich8), at jiZz pri izolacich, pa-
sazich, pripravé antigenu apod.; na této pudé
se rovnéz podarila primoizolace P. tularensis
z Clovéka? 10, Pida se plné vyrovna GCBA.

Na TKGA a GCBA je mozna kultivace z né-
kolika malo zZivych bunék. Na TKGA se objevi
kolonie za 24—72 hod. po nao¢kovani materia-
lu. Kolonie se vyskytuji ve dvou nebo ve trech
formach: S, NS typ (Eigelsbach et alll), S, SR,
R (Olsufjev et all2).

S — forma: lehce vypouklé, lesklé, nepri-
hledné, bilé aZ bé&loSedé kolonie, méaslové kon-
sistence, velikost 2—3 mm; virulentni.

Ns a; SR forma: vypouklé kolonie, neprtihled-
né, Sedé barvy, matné, maéaslové konsistence;
oslabena virulence.

Ns b; R forma: ploché kolonie, mirné vyvy-
Seny .stfed a mirné zvednuty okraj, slabé pri-
hledné, Sedavé a Sedavé modré barvy; aviru-
lentni.

Jednotlivé typy se daji odliSit téz, preleje-
me-li kolonie zfedénym roztokem krystalické
violeti nebo pomoci akriflavinového testull. Ta-
to charakteristika vSak nemtliZe byt jedinym
spolehlivym kritériem pro tfidéni kmenu
z hlediska virulence. Bylo by mozné uvést jeSté
dalsi kultivaéni charakteristiky, které vSak
maji urCity vyznam pro specializované pracov-
niky a pro rutinni klasifikaci a diagnostiku ne-
poskytuji zdsadni voditko. Kolonie rostou bez
viditelné reakce ve svém okoli, daji se dobtre
setfit s povrchu a jsou dobfe suspenzovatelné
ve fyziologickém roztoku. Rist na GCBA je
obdobny, kolonie vSak maji nazelenaly odstin
a okoli kolonii tvori Uzkou, zelenavé viridujici
zonu.

Potuznik et all3 doporucéuji cystino-hemoglo-
binovy agar podle Rhamy!4, ktery jsme rovnéz

**¥) VhodnéjSi je lyofilizace kment. Plné virulentni
kmeny uchovavaji svou virulenci vSak jen pri stdlém
pasdzovani pres zivy organismus — morce.
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s uspokojivymi vysledky vyzkouSeli. Kolonie
vyrustaji na této pudé za 2—5 dni a dosahuji
velikosti 2—6 mm.

Z ostatnich tuhych médii, které se dnes po-
uzivaji, uvadime ptdu podle Wonal5, Hoodals,
Gaspara et all718 nebo v posledni dobé podle
Levinald, Zcela jednoduchou pidu navrhl Sny-
der et al20- 21 (tuhé i tekuté médium) obsahujici
pepton, NaCl, glukézu, kys. thioglykolovou,
agar.

Z tekutych kultivacnich prostfedi jsme zis-
kali dobré zkuSenosti v experimentalnich pod-
minkach (izolace, pomnozeni, biochemicka ak-
tivita) s modifikaci na$i tuhé puady??, ale bez
prisady agaru — thioglykolat Na, glukéza, krev
lig, resp. jsme krev nahrazovali krali¢im sérem
5% TGKL - TGSL22, a jednak se nadm osvé&dcilo
médium, jehoZ rozpis uvddime. Rist se proje-
vuje zfetelnym zdkalem puady (jiz za 36—48
hod.). Médium je vhodné pro rychlou pfipravu
antigent pro sklickovou aglutinaci a zda se byt
i vhodné pro pripravu vakciny.

V poslednim roce jsme ziskali dobré zkuSe-
nosti s priddnim ciSténého Zzivoc¢iSného uhli
(granulovaného, napt. typu Charcoal) k médiu
v mnozstvi 0,03 %. Pasobi jako vaza¢ nékte-
rych toxickych zplodin, pfedevSim stop zbytkl
mastnych kyselin.

Na zédpadé se Casto pro subumerzni, konti-
nudlni kultivaci a zvlasté pri pripravé zivé
oc¢kovaci latky pouzZiva médium podle Millse et
al?3, obsahujici kazein hydrolyzat, glukézu, cy-
stein, NaCl a suSeny kvasnicovy autolyzat
(hydrolyzat se muze nahradit téZ aminokyseli-
nami) nebo médium podle Trauba et all (ob-
sahuje 13 aminokyselin) a podle Nagle et al?4.
Posledné jmenovani doporucuji u kmenu s re-
dukovanou virulenci pridat uracil, adenin a
guanin.

Mezi specialni
dnes:

kultivaéni pady pocitame

Thioglykolatovy krevni agar (TKGA)3

Bacto Peptone Organofarma 10,0 g
(10—20,0 g Difco)
Glukoza 10,0 g
Nacl 10,0 g
Thioglykolat sodny cCs. 40 g
(3,0 Difco)
Defibrinovana krali¢i krev 50,0 ml
Bacto Agar 20,0 g
(17,0 g Difco)
Destil. voda ad 1000,0 ml
pH — 7,2
GCBA7
Meat extract Difco 0,3 %
Pepton Difco 1,0 %
NaCl 0,5 %
Cystein HCI 01 %
Glukéza 25 %
Agar 1,5 %
Defibr. krali¢i krev 3—5 %

pH — 7,1

Cystino-hemoglobinovy agar (CHA)1314

Beef Heart Infusion Difco 50,0 g
Proteose pepton Difco 10,0 g
NACI 5049
L-cystin 10 g
Bacto Agar Difco 150 g
Hemoglobin Difco 200,0 g
Destil. voda ad 1000,0 ml
- pH — 6,8

Blood free (SB) médium?1s
Spermidine phosphate (Nutri-
tional Biochemical Co) 1,0 mg

n-Acetyl-glucosamine (Mann) 100,0 mg
d-Histidine HCI - 05g
dl-Glutamic acid 100,0 mg
NaCl 05g
Yeast extract (Difco) 05 g
Peptone (Difco) 1049
Orotic acid (Nutritional Bio-

chemical Co) 10,0 mg
Glukéza (50%) 2,0 ml
Cysteine HCI (20%) (Eastman) 0,5 ml
Agar 15 g

pH — 7,2

Pada dle Hoodal6
A — Lab Lemco (beef extr.) Oxoid 0,3 g/100 ml

Pepton (Evans) 0,5—3,0 g
NacCl 05 g
Agar (Davis) 1,25 g
Destil. voda ad 100,0 ml

(slozky se pridavaji oddélené jako sterilni
roztoky)

Glukéza — 50% soluce 5,0 ml
1-Cystein hydrochlorid —

10% 1,0 ml
1-Histidin hydrochlorid

— 10% 1,0 ml
Katalaza puriss. — 1% 0,1 ml
Plazma (lidska, osli, koriskd) 5,0 ml

pH 6,6 — 6,8

Puda dle Gaspara et all7
Tryptose Broth Difco (w. thiamin) 2,6 %

Cystein hydrochlorid 0,5 %
Natrium thioglykolat 0,2 %
Glukéza 1,0 %
Agar Difco 1,0 %
Defibrinovana krali¢i krev

s duolitem C-3 5,0 %

pH — 7,0

Autofi zlepSili zachytnost i rist pasteurel
pfidanim kationového iontoménice do kultivac-
ni pldy, specidlné Duolitu C-3 s vodikovym
cyklem. Priprava takovéto pidy je velmi n&-
ro¢nals, '

Tekuté médium

Trypton Difco 17,0 g
Yeast Extract Difco 3049
Proteose No. 3 Pepton Difco 50 g
Glukéza 259
NaCl 40 g
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1-Cystin Merck 05 g
KyHPO4 0,75 g
Fildenstv extrakt z kréaliéich

krvinek 50,0 ml
Agar Noble Difco 0,50 g
Redestilovana voda do 1000,0 ml

pH — 7,3

Pri pripravé nékterych shora uvedenych ptd
si musime byt védomi, Ze predevSim u TKGA
pudy velmi zélezi na kvalité thioglykolatu sod-
ného (predevSim na jeho Cistoté a Cerstvosti)
(resp. cysteinu) a na druhu peptonu. Rada pep-
tond plsobi na P. tularensis inhibi¢né, zvlasté
jde-li o zachyt mikrobG z malého inokula. Pfi
pripravé TKGA pldy proto doporucujeme pie-
zkouSet nejprve thioglykolat a pepton, nez vy-
robime vétSi mnozstvi TKGA pudy.

Prikaz na zvireti
Nejvice uzivanou metodou pro prukaz tula-

remického onemocnéni je inokulace podezrelé-
ho materidlu vnimavému a citlivému zvifeti,

nejcast€ji bilé mySce a morceti. Timto zplso-'

bem mohou byt vySetfeny organy uhynulych
nebo zabitych zvirat, prenaSeci infekce, sus-
penze z organq, tkani, télnich tekutin, nemoc-
nych nebo zemrelych osob. Material se nejcas-
téji injikuje subkutanné, muze byt také podan
per os, intraperitonedlné, nebo pri podezreni
z kontaminace perkutanné na velmi lehce ska-
rifikovanou pokozku. Identifikaci onemocnéni
pak provadime podle patologicko-anatomické-
ho obrazu uhynulych nebo zabitych zvirat a
kultivaci mikroba ze sleziny, jater, lymfatic-
kych uzlin apod. Caste¢ky organi homogeni-
zujeme ve sklenénych mixerech (v tfecich mis-
kach hrozi velké nebezpedi infikovani) s fyzio-
logickym roztokem a inokulujeme v mnozstvi
0,1—0,5 ml podle cesty aplikace. Pri kultivaci
z ektoparazitd postupujeme podobné, ale pfi-
davame 0,5 j/ml benzylpenicilinu a 5 j/ml poly-
myxinu k ochrané pifed kontaminaci. Rekli jsme
si, Ze po inokulaci pokusnym zvifatim posuzu-
jeme patologicko-anatomicky obraz. Je proto
na misté uvést strué¢nou charakteristiku one-
mocnéni u morc¢at a mySek a rovnéz patologic-
ko-anatomicky obraz.

Po inokulaci materidlu pokusnym zvifa-
tdm dojde po inkubacni dobé 3—7 dna k né-
padnym priznakam: zvifatim se jezi srst, jsou
nadmérné drazdiva, rychle ubyvaji na vaze, po-
stupné u nich klesd chut k jidlu, sniZuje se
svalovy tonus a po pocateéni vysoké teploté
dochazi ke kolapsovitému stadiu s podnormaél-
nimi teplotami a postupné nastupujici agonii.
Do 14—21 dnl po inokulaci infek¢niho mate-
ridlu obvykle vSechna zvifata uhynou. V misté
inokulace infekce u pokusnych zvifat dochézi
obvykle k vétSi nebo mensi nekrotizaci, svodné
lymfatické uzliny jsou hemoragické a kazedzni.
Jatra jsou pokryta zZlutohnédymi nekrotickymi
lozisky, slezina je plnd drobnych milidrnich
uzlikd. Casté jsou i granulomy na peritonealni

vystelce. Plice mohou byt normalni nebo jevi
diskrétni uzliky, rozsahlé nekrézy ¢&i Siroka
splyvajici bronchopneumonicka loziska. U my-
Sek je nejvice postiZena slezina a nélezy ne-
jsou tak typické jako u morcat. Nakonec je
jeSté treba pripomenout rozdil v inkubacni do-
bé u euroasijskych kment 3—7 dnt, proti
kmentim americkym 1—4 dny.

Pii vySetfovani podezielého materidlu pro-
vadime vzdy prikaz na zvifeti; doporucujeme
vSak soucCasné provést i kultivaci na speciadlni
citlivou padu. Je nutno si uvédomit, zvlasté
u lidského materidlu, Ze megativni kultivace
byvéa Casto zpusobena nevhodné vybranym ma-
teridlem, nebo jiZ ,skutecnou nepritomnosti*
mikrobG v materidlu (zvlasté v krvi, kde se
mikroby vyskytuji u ¢lovéka jen ojedinéle).

Néazory, Ze mikrob v lidském organismurych-
le ztréci svou virulenci, biologickou aktivitu a
schopnost pomnozovani (Simpson, TomaSek
aj.), musime na podkladé pokusl z poslednich
let povazovat za nespravné a velmi zjednodu-
Sené.

Tkarnové kultury

Tkariova kultivace P. tularensis patfi k mo-
dernim metoddm, které umoziuji lépe studovat
celularni mechanismy parazitismu tularemic-
kého mikroba25-28, Shepard?s na HeLa burnkach
prokazal, ZzZe rustovy cyklus u virulentnich
kmenu je rychlejsi nez u avirulentnich (gene-
raéni cyklus je podobny jako na kultivacnim
médiu— porovnano s pldou podle Wona). Fago-
cytdza byla zdvisla na typu (druhu) pridaného
séra. Uspésny rlst na HeLa burikdch v Eaglové
médiu (s 25 % moré&eciho séra) popisuje Wa-
tanable, Huziwara26. Merriot et al?8 referuji
0 Gspésné kultivaci in vitro na L mySich fibro-
blastech, burikdch hovézich ledvin a lidského
amnia. Schopnost se mnoZit a preZivat byla
v prfimé zavislosti k virulenci kmend. MnoZeni
silné virulentnich kment bylo priblizné stejné
rychlé ve vSech typech bunék a inicidlni viru-
lence se zachovdvala i pri dalSich pasazich
v tkanovych kulturach. Intracelularni pomno-
zovani vyvolalo u L-mySich fibroblastl cyto-
patogenni efekt. Ristové kiivky v L-fibroblas-
tech byly rovnéz ovlivnény typem a mnozZstvim
séra s pridanymi Zivinami v extracelularnim
prostredi.

Morfologie

Pasteurella tularensis vynikd tvarovou pes-
trosti. Tvofi kokoidni, kokobacilarni vétsi nebo
drobné Gtvary. Pasteurelly zachycené z infek¢-
niho materiadlu jsou casto ve formé drobnych
ty¢inek (bipolarni zbarveni prevazné v teku-
tych médiich). Jsou gramnegativni. Kokovité
formy o rozmérech pod 300 mikrona jsou fil-
trabilni. Virulentni kmeny jsou vice polyform-
ni, kmeny s oslabenou virulenci vykazuji vétsi
uniformitu.

V elektronovém mikroskopu vykazuje P. tu-
larensis velmi delikdatni strukturu s nizkou
elektronovou hustotou. Nemé pravé pouzdro
ani bi¢iky. Je nepohybliva.
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Mikroskopické sledovdni ndm pomuiZe spiSe
pFi studiu izolovanych mikrobl nez pfi zachytu
z infekéniho materidlu. Zvlasté tzv. otiskové
preparaty jsou malo spolehlivé pro spravnou
identifikaci. Tkanové preparaty barvime Giem-
sou (Romanovsky — Giemsa), zfedénym kar-
bolfuchsinem nebo polychromatickou eozino-
methylenovou modFi. Gramovo barveni pouZi-
jeme az pri identifikaci vykultivovanych mi-
krobu.

Biochemicka aktivita

Podrobnéji studovali fermentaci uhlohydratd
Downs et al?9, Francis3, Skrodzki32, Olsufjev et
al3l. Z jejich vysledk mGzeme shrnout, Ze glu-
koézu fermentovaly (bez tvorby plynu) vSechny
testované kmeny, maltézu a manit vétSina
kment, levulézu asi polovina, glycerin pouze
kmeny americké. Metabolismus uhlohydratd
v diagnostice nema velké upotiebeni a nebyly
nalezeny ani Zadné rozdily mezi kmeny viru-
lentnimi a avirulentnimi s vyjimkou fermen-
tace glycerinu (amer. kmeny).

Z enzymu byla zjiSténa glutaminéza a aspa-
raginaza3s. Velky vyznam zda se mit citrulin-
ureidazovy systéms34 33 a zda se byt proto i vel-
mi nadéjny citrulinovy test34. Virulentni kmeny
Jjej degraduji na COz, NH3 a ornithin (citrulin
pozit. systém), avirulentni kmeny maji vesmeés
test negativni (citrulin negat. systém). K to-
muto testu lze pouzit tekutou pldu s trypto-
nem, proteose peptonem, Fildesovym extrak-
tem (str. 7). K ptidé se pfida 0,4 % citrulinu
a vhodny indikator pracujici v rozmezi pH 6,0
— 8,0.

Test virulence

V nékterych ptipadech, zvlasté pri hromad-
ném vyskytu onemocnéni nebo pfi zhorSenych
epidemiologickych podminkéach, je vhodné zjis-
tit virulenci izolovaného tularemického kmene.

Nejspolehliveéji posoudime virulenci zkouSe-
ného-izolovaného kmene, kdyz jej inokulujeme
v odstupniovanych kvantech skupindm pokus-
nych zvirat. Nejvhodnéjsi jsou k tomu (podle
poradi citlivosti) tato laboratorni zvifata: bila
mys$, morce, kirecek, kralik. Nejcastéji pouzije-
me bilych mySek nebo morcat, kterym vpravi-
me vySetfovanou mikrobni suspenzi subkutan-
né v mnozstvi od jednotlivych do tisicti mikro-
bl. PIné virulentni kmeny smrti zvifata po apli-
kaci jednotlivych bunék — mysky za 7—14 dnq,
morcata za 7—21 dnd.

Antigenni struktura

Pri chemické analyze extraktt z kultur P. tu-
larensis byly zjiStény tyto frakce36:
I proteinova (6%),
II vazany komplex bilkovin, polysacharidd,
nukleinovych kyselin (31 %),
III vazany komplex bilkovin a polysacharid
(13 %),
1V lipoidy (35 %),
V nizkomolekularni zbytky hydrolyzy (14 %).

Frakce II a III precipitovala ve vysokém re-
déni se spec. krali¢im sérem. Bilkovinna sloz-
ka se skladala asi ze 17 aminokyselin. U R kul-
tur (avirulentni) chybéla frakce 1 a III. Vakci-
nové kmeny — SR — mély pritomny cely kom-
plex, ale procentudlné v mensi mife. Sipicina3s
na podkladé této analyzy pripisuje frakci Il a V
O-antigenu, III a IV Vi-antigenu.

Ethyléterova preparace40-43 uvoltiuje z mikro-
bl antigenni frakci, ktera pti 4500 obr./min. ne-
sedimentuje. Tento ,,solubilni* antigen je imu-
nogenni pro krysy a mySi40- 41, Purifikace vy-
solovanim, diferencialni centrifugaci a dialyzo-
vanim vede k ziskani frakce uniformni anti-
genicity. Ormsbee42 43 nachédzel asi 4—6 po-
vrchovych antigennich frakci u fenolové ex-
trakce, solubilni antigen vedl k vytvoreni az
i 9 precipitatnich linii. Absorpc¢ni test v ultra-
fialovém a infracerveném svétle neprokazal ani
stopy nukleinovych kyselin — byla proto (i po-
dle elektronové mikroskopie) vyslovena do-
mnénka, Ze antigen predstavuje fragmenty bu-
nécénych stén. Vypreparovany antigen obsaho-
val komplex polysacharidd, aminokyselin, or-
ganicky fosfor. Odstranéni lipoidnich slozek
nenarusilo sérologickou a imunogenni aktivitu.
Sérologickd a imunogenni aktivita extraktu
byla dobra a maximaéalni ochrana mySek nasta-
vala po aplikaci 0,1 mg.

Past. tularensis ukazuje na urcitou antigen-
ni pribuznost s brucelami3®-39, Francis, Evans3
aj. poukazali na to, Ze séra zvifat nebo nemoc-
nych aglutinovala rovnéz s Br. abortus nebo
melitensis (do Y4—1/g titru). Rovnéz P. tula-
rensis byla do urcitého titru aglutinovdna sé-
rem proti B. abortus a melitensis. Francis et
al dale zjistili, Ze séra vysycena homolognim
tularemickym kmenem neaglutinovala s bruce-
lovym antigenem, ale po vysyceni s brucelovym
antigenem si séra zachovala protilatky proti tu-
larémii. Séra zvitfat nebo lidi infikovanych bru-
celami reaguji vesmés negativné s tularemic-
kym antigenem37: 38,

Nebyly prokazany antigenni vztahy s ostat-
nimi pasteurelami.

Lze Fici, Ze antigenni struktura P. tularensis
neni sice definitivné rozreSena, ale dala az do-
sud pro praxi velmi vyznamny poznatek: Zze
vSechny studované tularemické kmeny jsou
antigenné viceméné identické. Rozdily byly
prokazadny pouze mezi vysoce virulentnimi,
stfedné virulentnimi a avirulentnimi kmeny.

Fluorescen¢éni mikroskopie

Primy prikaz mikrobG z materidlu pomoci
antiglobulind konjugovanych s fluorescein-izo-
thicyanatem nebo lyssamin-rhodaminem je
v zasadé mozny, ale vyZaduje relativné velkou
denzitu mikrobidlnich ¢4astic — nejméné cca
3X105/ml resp. g. Dale je na zdvadu nespecific-
ka reakce v menSim procentu pripadd. Rychlé
ovéreni identity vyizolovanych mikrob® pomoci
fluoreskujicich protilatek je velmi cennou a
dostatecné spolehlivou metodou44.
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Uplatnéni této metody predpoklada zakladni
technické vybaveni, které dnes fada laboratori
v CSSR ma4, ale dalsi nezbytny pfedpoklad —
komeréni vyroba (resp. alesponi centralizovana
vyroba) znacenych fluoreskujicich protilatek —
neni zatim splnén. Znemoznuje to uplatnéni
této velmi dobré metody v souCasné dobé.
Vlastni vyroba konjugéatl v té které laboratori
je delikatni, ndro¢nd a mohla by vést k velmi
nestandardnim a pochybnym vysledkim.

Urcovani citlivosti izolovanych kment
na chemoterapeutika

K testim citlivosti je mozZno pouzit jako jed-
nu z nejvhodnéjSich TKGA pudu s tou vyhra-
dou, Ze neni plné spolehlivd pro posouzeni G¢in-
ku chloramfenikolu a neomycinu.

Kvalitativni test. TKGA pidu naockujeme
béZnym zplsobem kulturou zkouseného kmene
a po zaschnuti prikladame disky antibiotik a
jinych chemoterapeutik v mnoZstvi ne vice nez
5 diskl na L plotnu o priméru 10 cm. Inhibiéni
zony byvaji pomérné velké a dobre Citelné. Mi-
nimalni potrebna inkubace je 40 hodin pti 37°C
za dostatecné vlhkosti. Podle potreby lze in-
kubaci prodlouzit. Rychlotesty jsou na tulare-
mické mikroby velmi obtiZné aplikovatelné a
nejsou spolehlivé.

Kvantitativni test. PouZijeme plotnovou zie-
dovaci metodu4® a naredime vzdy prisluSné an-
tibiotikum v odstupriovanych mnozstvich primo
do Cerstvé pripravené a na 50°C ochlazené
TKGA pldy. Po utuhnuti ockujeme na povrch
takto pripravené pldy zkouSené kmeny v Ca-
rach v mnozstvi 6—10 kmenu na jednu plotnu.
Odecitame opét nejdrfive za 48 hodin. Nepii-
tomnost ristu hodnotime jako G¢innou mini-
malni inhibiéni koncentraci prisluSného anti-
biotika (chemoterapeutika), okem viditelny
rust svéd¢i o nelc¢inné koncentraci.

Pro prehled uvadime stupeti citlivosti tula-
remickych kment vaci antibiotikim na zakladé
literarnich dat i vlastnich zkuSenosti s vice nez
70 izolovanymi kmeny.

Citlivost P. tularensis na antibiotika v mcg/ml test. pady

Procento kmenu citlivych
ke koncentraci
Antibiotikum
do | 1—3 [3,1az|(do10| _, e
1 mcg| mcg |5meg| meg |

Kanamycin 75% 19 6 — —
Micerin 48 32 17 3 —
Streptomycin 55 27 14 4 —
Tetracyklin 35 32 24 8 2
Chloramfenikol 28 35 20 12 5
Penicilin G prakticky nedacinny
Ampicilin prakticky neadinny
Polymyxin prakticky neddinny
Erythromycin 0 ‘ 0 ‘ 5 15 80

Souhrn

Autofi podavaji Uplny prehled soucasnych
diagnostickych metod u tularémie s uvedenim
potifebnych technickych dat. UzivanéjSi meto-
dy jsou kriticky zhodnoceny a konfrontovany
s praktickymi zkuSenostmi autoru. Prace je do-
plnéna Gplnym prehledem zdkladni literatury.
Ve sdéleni II. bude podrobnym zpusobem roze-
brana sérologickd diagnostika.
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