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DuleZitost L-forem pro studium fyziologie baktérii, popr. jejich morfologie
a zejmena bakteridlnich povrchi, je v novéj$i dobé pravem zdliraziovana, i kdyz
po plonyrskych pracich Klienebergerové-Nobelové a Dienesovych dodasné
upadl zajem o tyto formy bakteridlniho Zivota podobné mykoplazmatim. Jsou
s velkou intenzitou studovany také jiZ proto, Ze neni zcela jasne jejich mnoZeni
a ze jsou analogické sféroplastim, event. protoplastim baktérii, a¥ na to, Ze
pravidelne vytvareji kolonie, které jsou sériové preodkovatelné. Né&kdy, i kdyZz
vzacne, maji i metabolické rysy odlisné od bakteria, z ného% vznikajl {1). Ne-
stabilni formy (tzv. B-typ), analogické spiSe sféroplastiim, jsou nekdy po-
vazovany za extrémni varianty vzniklé vlivem prostfedi, které nedovoluje syn-
tezu dplné buné&cCné stény. Jini se snaZi dokazat, Ze tzv. stabilni, tj. reverze
neschopneé L-formy {typ A), jsou spiSe mutantami.

Nedoresenou zhstdva fundamentdlni otdzka, jakou roli hraii L-formy pa-
togennich bakteérii v patogenezi nékterych chorob, zejména chronickych a reci-
divujicich. Neni vyloudeno, Ze L-formy, nezasaZitelné nekterymi antibiotiky,
zejmena ‘penicilinem, i protildtkami, které jsou namireny zhusta proti kompo-
nentam bakteridlnich povrchii, zejména stén, mohou se vytvaret a preZivat
dilouhodobeé ve zvifecim ¢&i lidském organismu, snad i po dlouhou dobu a DO
nahodne reverzi v pivodni bakterium wést k akutnimu vzplanuti (2, 3,4, 5,6, 7).

Patogenita samotnych L-forem se hodnoti riizn&. Tam, kde jsou patogenni
schopnosti bakteria, popf. faktory virulence umistény na povrchu, ukazuji se
v experimentu na zvifeti nepatogenni (viz L-formy streptokokil). Naproti tomu
L-formy nékterych bacila (Clostridium tetani) syntetizuji toxin uvnit¥ bunky
a produkuji do média, podobné jako Cl. tetani samo (8).

Nasim ukolem bylo pokusit se o dosaZeni L-forem z bakteria, které je jed-
nim z hlavnich pfedméth naSeho studia v poslednich letech, tj. Corynebacterium
pyogenes hominis (9, 10, 11, 12, 13), které je identické s Corynebacterium
haemolyticum [14, 15].

MATERIAL A METODY

PouZité kmeny:

K pokusu o indukci L-forem byly pouZity kmeny Corynebacterium PYO-
genes hominis K-501, 31, 32, 33 a 34, které produkovaly hemolyzin a dermo-
nekrotoxin identifikovany jako fosfolipdza D (16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26].

Piuda pro izolaci a sériovou kultivaci L-forem

Byl pouZivan Brain-Heart-Infusion Agar (dale BHIA] s 1000 j. penicilinu/
ml, 2% NaCl (27), 0,5 % kvasni¢ného extraktu a 10 % koniiského séra, popsany
Havlickem (28). Tato plGda je dale oznacovana ALM [agarové L-médium]. Pod-
statné zlepseni tvorby a vyvoje L-forem bylo pozorovano po pridani acetheminu
v mnozstvi 3 mcg/ml této pidy. Vzhledem k tomu, Ze iada ziskanych L-forem
po nekolika pasdZich hynula, byl do ptdy pridavan 0,2% MgS04 pro stabi-
lizaci (29].



Ziskani L-forem

Byla zkouSena klasickd metoda penicilinového gradientu (30, 31, 32), ta se
vSak vZdy neosv&dcCila. Nejlépe se dafila izolace L-forem pFimym naodkovdnim
shora popsané pldy bujonovou primokulturou z lyofilizovanych kmend pyo-
gennich korynebakterii. Plotny byly inkubovany zalepené (pro udrZeni vihkosti)
pii 35—36 9C a denné prohliZeny zvétSenim mikroskopu 60Kkrat.

Pasdze L-forem

Cerstvé agarové pidy stejného sloZeni byly oCkovany bloc¢kem s vyvinu-
tymi L-koloniemi. Kultury byly pasazZovany po 7—10 dnech (vzhledem k jejich
relativné pomalému riistu). Riist v tekutych ptidach se dosud nezdaril.

Provérovdni stability L-forem:

schopnost reverze v pavodni bakteridlni formu byla zjiStovana jednak sé-
riovymi pasazemi na ALM bez penicilinu, jednak na izotonickém BHIA s 0.5 %
kvasnicného extraktu a 10 % berani krve. V tekuté pidé {ALM bez agaru a bez
penicilinu} byla reverze zkouSena kultivaci wvloZeného blodku s L-koloniemi.

VYSLEDKY

L-formy se podafrilo indukovat z kmen{i Cor. pyogenes hominis K-501, 32
a 31 (tento kmen po nékolika pasaZich uhynul). L. kolonie se vyvijely v primo-
kulture do 7 dnu, u pasaZovanych kultur za 4—5 dnf. Kultury L-forem si ucho-
vavaly Zivotnost kratce, obvykle jen do 14 dnd.

Morjologie kolonii: Kolonie mély vzhled typicky pro L-formy (obr. 1),
s hutnym granulovanym centrem a charakteristicky jemn&j3i, zGasti pénovitou
periférii. Rozmeéry centra vzhledem Kk periférii kolisaly, nékdy v souvislosti se
stalim kultury, nékdy podle vychoziho kmene. Izolované kolonie dosahovaly
prumeru aZz 0,5 mm. V otiskovém barveném preparatu [provedeno laskavosti
dr. Suchanové) nebylo patrno rozdilu mezi L-formami ndmi ziskanymi a L-for-
mami z jinych bakteril.

Faktory ovlivnujici rust: NaSe nékolikaleté zkuSenosti ukdzaly, Ze pii-
dani acetheminu pfiznivé ovliviiuje riist a formaci L-kolonii, porovnano s pii-
dami stejného sloZeni, ale bez heminu. Z rznych zkouSenych sér [kofiské,
teleci a kraliCi) se nam nejlépe osvédCilo Cerstvé koliské sérum v mnoZstvi
10 %. PrFitomnost séra, stejné tak jako zvySeny osmoticky tlak (2% NaCl), byly
nezbytnymi podminkami kultivace L-forem.

Reverze L-forem: U wSech izolovanych kmenti L-forem byla opakované pro-
verovana schopnost reverze v bakteridlni formu na plhdach bez penicilinu. Nej-
vhodnejsi k tomuto ucelu byla uvedena BHIA ptida s krvi. U vSech kmenii byla
prokazana schopnost reverze ve vychozi formu bakteridlni, a to i po desitkach
pasaZi L-forem. Reverze nastavala pouze u c¢éasti populace, a to vétsinou po
opakované kultivaci bez penicilinu. U nové izolovanych L-forem a po malém
pocCtu pasaZzi nastavala reverze nékdy uZ pfi prvé kultivaci, kdy bylo moZno po-
zorovat postupnou premenu vyvijejici se L-kolonie v kolonii bakteridlni {obr. 2).

Ve snaze dosahnout nerevertujicich kultur bylo zvySovano kvantum peni-
cilinu v pude, a to na 2000 j. a pozdé&ji na 5000 j./ml. Uké&zalo se, Ze kultury
rostouci na 2000 j. penicilinu revertovaly méné snadno (aZ po trojndsobné pa-
sazi na padach bez penicilinuj. Kultury péstované na ptiddch s 5000 j. penicilinu
zpoCatku sice rostly a byly typického vzhledu, a pokud bylo moZno prokéazat,
K reverzi u nich nedochazelo. Av3ak pri dalSich pasdZich na pfdach s 5000 j.
penicilinu degenerovaly, takZe nebylo moZno je udrZet trvale.




Jako dalsi dkol bylo postulovano zjistit, zda L-formy nami ziskané jsou
schopny produkovat nekteré exoprodukty, charakteristické pro bakterialni for-
my Corynebacterium pyogenes h., a to zejména hemolyzin a dermonekrotoxin
(fosfolipazu D), tak jak tyto latky byly prokdzany pro bakterium ve shora cito-
vanych pracich.

Produkce hemolyzinu L-formami byla prokéazana timto pokusem: dobfe vy-
rostld kultura L-kolonii byla pfrevrstvena ALM se 4 % beranich krvinek. Po
24hod. inkubaci pri 35%C vznikla kolem kolonii zFetelnd zéna beta-hemolyzy
(obr. 3], ktera svedcCi o tom, Ze typicky hemolyzin je L-formami tvofen.

Prikaz toxinu i(fosfolipdzy D) in vivo: BloCky agaru s hustd narostlou
6—8denni kulturou L-formy byly mechanicky rozdrceny, dezintegrovany troj-
nasobnym rychlym mrazenim a tanim, centrifugovany a supernatant byl filtro-
van membranovym filtrem (velikost port 150 my]). Sériova redeni filtratu byla

Schéma -1. Inokulace usefi pudy L-formou (Srafované <&dasti znaci priméarni kulturu
L-formy, teckovanim znazornéno pole sekundarni kultivace)

vsirikovana i. d. kraliku. Za 3—5 hod. vznikla reakce, typicka pro toxin pyogen-
niho korynebakteria (zretelny zanétlivy edém s centrdlni nekrozou, obklopenou
v nejvyssich koncentracich hemorrhagickym lemem]). Vzhledem k tomu, Ze bylo
pouZzito filtratu s pridanim penicilinu, a Ze nastup reakce byl rychly, je zfejmeé,
ze Slo o toxin produkovany L-formou a difundujici do agaru.

Ze jde o typickou reakci vyvolanou fosfolipdzou, ukazal nejen charakter
lézi, ale 1 tc¢, Ze aktivita toxinu L-forem byla neutralizovana specifickym anti-
toxinem (poskytl laskaveé dr. Soucek}.

Prukaz toxinu in vitro: Posunovanim bloc¢ku s kulturou L-formy po povrchu
izotonického krevniho agaru bez penicilinu vznikla linearni stopa, na niZz kolmo
byl oCckovan pyogenni stafylokok, produkujici alfa- i beta-lyzin. Po inkubaci
vznikla inhibice stafylokokové hemolyzy, tzv. inverzni CAMP test [obr. 4], po-
psany pro Corynebacterium pyogenes hominis (33). Z agaroveého bloCku byl
zrejme uvolnén toxin jednak v ném obsaZeny, jednak pochézejici nesporné
z rozdrcenych povrchnich c¢asti L-kolonii. Na obrazku je patrna i lehkd hemo-
lyza, zpusobend hemolyzinem uvoln&nym do bloéku.

Inhibice rustu L-foremm homolognimi L-formami: ALM pldy byly naocéko-
vany v krajovych usecich, jak je znazornéno na schématu 1, L-formou pyogenni-
ho korynebakteria. Kultury byly inkubovéany 3, 5, 7 a vice dni (1. fdze) a poté
byl sterilni stfed plidy oCkovan cerstvou kulturou téZe L-formy (II. faze). Jako
kontrola byla oCkovana ptida bez tiseCi, avSak inkubovana za stejnych podmi-
nek. vVysledky jsou patrny na obrazcich 5 a 6. Na kontrolnich ptdach rostly
normalni L-kolonie (obr. 1). Na pldach, vystavenych vlivu predchozi kultury
L-forem, se ukazaly degenerativni zmény v kultuife II. fdze. Intenzita téchto
zmen byla tmerna délce pfedchozi kultivace. Po 3 dnech phisobeni predkultury



byly L-kolonie degenerované, defektni v centru i okrajich, a zakrné&lé {obr. 5).
Po 5, 7 a vice dnech piisobeni se vyvinuly bud zcela rudimentarni kolonie, nebo
se vznikajici kolonie rozpoustély (obr. 6).

Tento fenomeén byl pozorovan rovnéZ tehdy, byly-li v 1. fazi ofkovany tsede
bakterialni formou (na ALM bez penicilinu). V obou pfipadech byl agar ze ste-
rilniho centra opakované& proveFfovan na obsah toxinu. Toxin difundoval ve
stoupajicim kvantu do centralni zony.

Na zakladé tohoto nepfimého dlikazu jsme pFesvéddéeni, ¥e nikoli banéalni
metabolicke produkty L-forem, nybrZ pravé toxicka fosfolipaza je pricinou de-
generace az lyzy L-forem homologniho typu. Toto je tim spi¥e pochopitelné, Ze,
jak se ukazalo (34, 35), nékteré L-formy, napf. pyogenniho streptokoka, maji ve
sveé povrchové membrané vice neZ dvojndsobné mno#Zstvi lipidi rtizného typu
(predevsSim glykolipidti a fosfolipidii) neZ membrany protoplasti prislusnych
streptokokil. Konec¢ny diikaz této skutefnosti, Ze totiZ fosfolipaza D, produko-
vana Corynebact. pyogenes hominis a jeho L-formou, mé inhibicni aZ lyticky
vliv na rast jinych L-forem a mykoplazmat, pokusime se podat v daldim sdéleni.

DISKUSE

Nalezy v praci prezentované ukazuji nékolik novych fakt a otviraji noveé
problemy. PredevSim jsme prok&zali schopnost tvorby L-forem u pyogenniho
korynebakteria, které dosud, pokud je ndm znamo, nebyly popsany. Za dileZité
povaZzujeme zjiSténi, které bylo dosud rovnéZ ovéfeno jen v nékolika mdlo pfi-
padech, Ze L-forma Cor. pyogenes hominis je schopna produkovat toxin typicky
pro vychozi bakterium (fosfolipdzu D, uc¢inkujici na sfingomyelin) a prokaza-
telna kvanta hemolyzinu. Produkce obou t&chto latek je podstatnd slabdi nez
u bakterialni formy, coZ je pochopitelné pti masivnosti riistu a mohutn&j§im
metabolismu bakteria, porovnanych s L-formou. Zd4i se vSak, Ze kvalitativné.
alespon co se téchto dvou produktil tyce, neni mezi L-formou a vychozim bakte-
riem podstatny rozdil.

Prozatim nevysvétlena ziistava otdzka faktoru, podporujiciho rfist, ktery byl
nadmi zjistén a standardng pouZivdn, tj. heminu. Je-li tato latka esencidlnim
faktorem pouze pro L-formy, nebo ovliviiuje-li také rtst vychoziho bakteria,
jsme prozatim nezjistili, i kdyZ nékteré orientacni pokusy by se zdaly tomu na-
svedcovat. Problematiku 1yzy L-forem metabolickymi produkty téZe L-formy, di-
fundujicimi do piidy, nechavame prozatim nedofeSenou, i kdyZ jsme témé&F pie-
svedcCeni, Ze je to predev3im fosfolipdza D, kterd tento degenerativni aZ lyticky
vliv vykonava. Zcela jasny dikaz by musel byt proveden za pouZiti antitoxic-
kého séra proti fosfolipdze D. Pfi béZném uspofddani pokusu to dosud nebylo
mozne, nebot antitoxin obsahoval asi také stopy protildtek dalSich, patrng proti
nekterym frakcim protoplazmatické membrany bakteria, tak¥e sam Castednd
inhiboval riist L-forem.

Stejné tak otevienym problémem z{stdva ziskdni &isté kultury L-forem
absolutneé nerevertujicich. Pomérné snadnd schopnost reverze vétsiny L-forem
{ac bylo pouZito vSech béZnych metodik} miZe mit Fadu p¥idin. Jednou z nich
je pravdepodobné vysoky obsah lipidG (prozatim bliZe neurceny) v bunédénych
- stenach bakteria a snad i produkce fosfolipdzy samotné, o které neni vylou-
ceno, Ze hraje urcitou roli v lipidickém metabolismu jak mikroba, tak L-formy.

SOUHRN

Z kmenQ Corynebacterium pyogenes hominis {Cor. haemolyticum) K-501,
31 a 32 byly izolovany L-formy na pldach a penicilinem a 2% NaCl. Morfolo-
gicky se neliSily od L-forem jinych bakterii. Byly sériové pasaZovany na ptdéach



s penicilinem, po vétSim poctu pasaZi viak Casto podléhaly degeneraci. L-formy
byly osmoticky labilni. Faktorem podporujicim rist L-forem se ukédzal byt he-
min. Lépe neZ metoda penicilinového gradientu se pii indukci L-forem osvéddila
izolace primokultur lyofilizovanych kmenii na pid& s 1000 j. penicilinu. I po
mnoha pasazich byla vétSina L-kolonii nestabilnich, tj. po opakované kultivaci
bez penicilinu revertovala ve vychozi bakterium. P&stovani L-forem v tekuté
pudé se zatim nepodarilo.

Dale bylo prokazanc, Ze L-formy péstované na penicilinovych puadach (tedy
spolehlivé nerevertované) produkuji hemolyzin a zejména dermonekrotoxin
(fosfolipazu D), typické pro vychozi bakterium. Charakteristické vlastnosti
tosfolipazy D, produkované L-formami, byly prokdzdny jak experimentem in
vivo, tak i zvlaSt modifikovanym pokusem in vitro. Uc¢inek fosfolipazy D L-forem
byl neutralizovan antitoxinem proti fosfolipdze vychoziho bakteria. Metabo-
lické produkty L-forem (pravdépodobné& toxin sam) vyvolavaly pFi urditém
usporadani pokusu degeneraci aZ 1yzu homolognich L-forem.

BB BO/EI

L-$opme1 Corynebacterium pyogenes hominis

Itarouxkxa &P, Kaaprsogosa /.

Ms mrammos Corynebacterium pyogenes hominis (Cor. haemolyticum)
K-501, 31 u 32 6buiu Boinesnenn: L-dopmer Ha cpemax c¢ meHunuaiuaoM u 2%
XJOPUCTOTO HaTtpusa. B MopdosioTuuecKoM OTHOMIEHHMM OHKM HE OTJIUYAJHCh OT
L-dopm npyrux 6axkrepuii. OHu cepHHHO IIEPEBUBAJINCh Ha Cpelax C IeHUITUJI-
JWHOM, ODHAKO mocJje OO0JbILIOro 4ucja Iaccakeil OHM YacTO MOLBEpPrajiucCh Ie-
redepauuu. L-dopMer 6b11u ocMoTuueckn AAOuabHeIMU. PaAKTOPOM, COIEHCTBYIO-
muM pocty L-popm, okasancsa remun. Jlydmie, weM MeTon IIEHUIIUJIJIUHOBOTO
CpagueHTa, npu uUHAyKuuu L-dopm onpaBmaso cebs BoioeseHue IIePBUYHBIX
KyJbTyp JUOPUINIUPOBAHHBIX mTaMMOB Ha cpeme ¢ 1000 EJ nenummanuna.
Hake mocsie MHOrMx macca)keif 60JBIIMHCTBO KOJOHUH L 6ObLJIO HeCTAOMILHEBIX,
T. €. IIOCJie TIOBTOPHOTO KYJbTUBHUPOBaHUA 0e3 IEeHUIIUJJINHA OHU IIpeBpallajiuch
P UCXOnHYylo bakrepuic. BeipamuBanue L-dopMm B xkmaxoit cpeme 1mo cux mop He
y1aJIOCh ITPOU3BECTH.

Hanee 6pl10 mokasaHo, uto L-dopMml, BeIpamuBaeMple Ha MEHULIUJIJINHOBBIX
cpemax (CIemOBaTENbHO HAaNEXXKHO HeoOpATUMBIE), BHIAENAIOT TEMOJU3UH U TJIaB-
HEIM 00pasoM HNepMOHEKpPOTOKCUH (dochosunasy D), THUNHUHBIE AJIA HCXOIHBIX
Oaxrepuit. XapakrepucTHuHele CcBOMCTBa ¢ocdonumaser D, Brimensemoit L-dop-
MaMu, OblIM OOKasaHbl KaK SKCIEPUMEHTOM in vivo, TaKk 1 B OCOBEHHOCTH MOIM-
¢UIMPOBAHHLEIM ONbITOM in vitro. HeitcrBue docponammnaser D L-dopm 6wr10 Hel-
TpaJM30BaHO AHTUTOKCHHOM IPOTHUB $ocPosnIassl HUCXOMHBIX bGaxkrtepuii. Mera-
bonuyeckme NMponyKTel L-dopm (mo Bcelt BEpOATHOCTHF*CaM TOKCHH) BBI3BIBAIU
NpXA ONPECHEJCHHOU IIOCTAHOBKE OIBITA HeTeHepaluio U JaXKe JU3UC TOMOJOTUY-

Helx L-dopm.
Cs. Epidem., 18, 1969, 5—6 : 284—289.

SUMMARY
L-forms of Corynebacterium pyogenes hominis
Patocka F., Kalvodowva D.

L-forms were isolated from Corynebacterium pyogenes hominis {C. haemo-
lyticum}, strains K-501, 31 and 32, using media with penicillin and 2% NaCl.
They did not differ in their morphology from L-forms of other bacteria. Serial



passages were made on media with penicillin, however, they frequently dege-
nerated aiter a greater number of transfers. The L-forms were osmotically
labile. Hemin proved to be a growth supporting factor. In the induction of
L-forms isolation of primary cultures of lyophilized strains on media with
1000 units of penicillin proved superior to the penicillin gradient method. Even
after many passages most of the L-colonies were not stable, i. e. after repeated
cultivation on media without penicillin they reverted to their original bacterial
forms. Cultivation of L-forms in liquid media was unsuccessful so far.

Further, it was demonstrated that L-forms cultivated on penicillin media
(. e. reliably nonreverted forms) produce hemolysin and especially dermo-
necrotoxin (phospholipase D) which are characteristic of the original bacte-
rium. The characteristic properties of phopholipase D produced by L-forms were
demonstrated in vivo and.in a specially modified experiment in vitro. The acti-
vity of phospholipase D of the L-forms was neutnalized by antitoxin against
phospholipase of the original bacterium. Metabolites of L-forms {probably the
toxin itself) under certain experimental conditions induced degeneration and

lysis of homologous L-forms.
Cs. Epidem., 18, 1969, 5—~6 : 284—289.
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L-FORMY CORYNEBACTERIUM PYOGENES HOMINIS
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Obr. 1. Kolonie L-formy Corynebacterium pyogenes hominis, kultivace 5 dni. Nativni
preparat, zvétSeno 100krat. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 2. L-kolonie na puadé bez
penicilinu, uprostied kolonie revertujici v bakterialni formu. Nativni preparat, zvet-

Seno 60krat. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 3. Prukaz hemolyzinu L-formy. Foto
MUDr. M. Chyle — Obr. 4. Detekce fosfolipazy D, produkované L-formou, in wvitro
inverznim CAMP testem). Velikost %i. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 5. Degene-

rativni zmény L-kolonii po predchozim 3dennim ptsobeni homologni Kkultury. Nativni

preparat, zvétSeno 60krat. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 6. PokrocCila degenerace teze

kultury aZ lgza tvoficich se kolonii po 7dennim plsobeni. ZvétSeno 60krat. Foto MUDr.
M. Chyle



F. Patocka, D. Kalvodova

L-FORMY CORYNEBACTERIUM PYOGENES HOMINIS

Obr. 2

Obr. 1. Kolonie L-formy Corynebacterium pyogenes hominis, kultivace 5 dni. Nativni
preparat, zvétseno 100krat. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 2. L-kolonie na puade bez
penicilinu, uprostred kolonie revertujici v bakterialni formu. Nativnl preparat, zvet-

seno 60krat. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 3. Prukaz hemolyzinu L-formy. Foto
MUDr. M. Chyle — Obr. 4. Detekce fosfolipazy D, produkovane L-formou, in vitro
[inverznim CAMP testem]. Velikost 9. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 5. Degene-

rativni zmény L-kolonii po predchozim 3dennim plsobeni homologni Kultury. Nativni

preparat, zveétSeno 60krat. Foto MUDr. M. Chyle — Obr. 6. Pokrocila degenerace teze

kultury az lyza tvoricich se kolonii po 7dennim pasobeni. Zvétseno 60krat. Foto MUDr.
M. Chyle






