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Nové kultivacni mozZnosti striktné
anaerobnich mikrobd.

(Zavedeni nového principu pro kultivaei anaerob.)

Doe. Dr. F. PAT0OCKA.

Z bakteriologicko—.ser-ologického ustavu Karlovy univer-
8ity v Praze.

Jak znamo, jest kyslik prvkem, ktery hluboce
porusuje vitalitu bunky -vSech mikrobu striktné
anaerobnich, pfi ¢emz ovsem stupen citlivosti na
neéj u vyspélého mikroba je druhové velmi roz-
dilny; avSak u vSech mikrobit této kategorie pro-
jevi se toxicky a inhibiéni aéinek kysliku maxi-
malné piri pomnoZovani. Pri doakladné rozvaze
o podstatd tohoto zjevu vidime, Ze podstatny roz-
dil mez1 tak zv. mikroby aerobnimi a tak zv. mi-
kroby striktné anaerobnimi (kterézto nazvy ve
svétle novéjsich pozorovani nejsou naprosto vy-
stizné) spoéiva v tom, Ze posledni nejsou schopny
pouzivati primo vzdusného kysliku k tuéeltim pxy-
daénim, a tim k =ziskani pro zZivot potiebmého
mnozstvi emergie, aniz by pii tom nebyly hrubé
poskozeny. Jsou tedy nuceny opatfovati si ji po-
chody redukénimi a jelikoz jsou tyto u Zivych
bytosti pomérné méné vydatnym pramenem ener-
gie, nez-1i oxydace pomoci kysliku, mohli byehom
jo nma prvy pohled pokladati za jakési prirodni
mutilaty. Skuteémé také po strance biochemické
byl u vSech prokazan naprosty nedostatek dycha-
cich substratd, zejména téch, které obsahuji Ze-
lezo. Jediny 7z anaerobil, ostatné i podle starsich
zkusenosti pravem poéitany mezi nejméné citlivé
na kyslik, clostridium butyricum, chova oxydaéni
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barvivo, a to tak zv. flavin. Je tedy pravdépo-
dobné, Ze jediny tento mikroorganismus mtiZe —
zeela vyjimedné — alespon z ¢asti ziskawvati ener-
oii zpusobem charakteristickym i pro mikroby
aerobni. Nedostatek dychacich fermenta samo-
zFejmé ovSem neznamend, Ze by kyslik byl ele-
mentem, ktery by vibec nemohl vchazeti ve spo-
jeni s bunkou anaerobntho mikroba. O jaké spo-
jeni kysliku s bulikou zde bézi, neni zatim znamo,
ale mrdéita jeho spotreba byla u méné prisnych
anaerobtl s urcitosti zaznamemnana dokonce i ve
stava klidovém, a ostatndé jeho jedovaty 1ucinek
si ani jinak medovedeme predstaviti, nezli tak,
70 se pevné vaze na jejich plasma. Jsou tedy
anaerobim vyhody oxydace kyslikem neznamy,
eco% nas vede k zajimavé dedukei (Frei), e anae-
roby jsou Zivymi organismy geneticky starsimi
nezli mikroby aerobni, t. j., Ze mohly vzniknouti
na chladnouei zemi jesté v té dobé, kdy v atmo-
sféfe nebyl dostatek kysliku. Prirozené, jako
ostatni #%ivé bytosti obsahuji anaeroby témér
vechny znamé druhy dehydraz, tim energiétéji
uéinkujicich, Ze jim musi pomoci nahraditi ener-
geticky schodek, zavinény popsanou neschopnosti
oxydaténi, Jestlize vsak opét prostudujeme pecé-
livé poméry, za nichZ se anaerocby v pi¥irodé nej-
castdji vyskytuji, a zamyslime-li se nad nesmirné
dalezitou ulohou, ktera jim byla v prirodé pii-
délena a bez niz by jiz davno Zivot na zemékouli
neby! moZny, t. j. obstaravani tak zv. hniloby a
tleni, tu vidime, Ze jejich zdanlivy defekt se nkaze
vlastné byti vyhodou, nebof v hloubkach odpado-
vych vod a uvnitf mrtvol rostlinmych, zvifeeich
a lidskych neni takovy dostatek kysliku, ktery
je nutny mikrobu aerobnimu k udrzeni jeho ener-
getické rovnovahy a tudiz i Zivota.

Tim jsme jiZ naznac¢ili, Ze pomeéry pro pomno-
Zovani aerobtt i mikrobtt anaerobnich v p¥irodé



mohou byti nesmirné rtzné a piiznivéjsi bud
jedné, nebo druhé skupiné. Vyjadieno chemicky,
1ze vhodnost takového prostfedi pro vzrhast mi-
krobielni hodnotiti vzdjemmnym kvantitativnim
pomérem latek redukénich a oxydujicich. Tam,
kde prevliadaji chemické pochody redukéni, je da-
na mo¥nost anaerobniho ¥ivota, jeviei se pirevahou
mikrobt anaerobnich. V piipadé opaéném previada
flora aerobni, Kdezto viak poméry v p¥irodé jsou
nesmirné komplikované a mepiistupné jednodu-
¢hému kvantitativnimu vyjadfeni, naskyta se
nam moznost studovati vzajemny pomér substanci
redukénich k oxydaénim v umélyeh kulturach, kde
jo situace mmohem jednodu$si. Tento vzdjemny
pomér latek oxydacénich i redukénich oznaéujeme
jako redoxpotencial kultivaéni pady a snaZime
se jeho vysi uréiti méFenim elektrického napéti
jimi vyvolaného, které se vyjadfuje v milivoltech
a wdava nam hodnoty bud positivni, nebo mega-
tivmi, porovnano s norméalni vedikovou elektro-
dou. Tento faktor intensity, ktery ndm ukazuje
okamiZitou pohotovost uréitého prostiedi k pocho-
diom oxydadnim, nebo reditkénim, byva oznaco-
van jako Eh a je zavisly dale na temperature
a Ph mérené latky. K vuli zjednoduseni lze hod-
noty Eh, urdené v milivoltech a tedy mumerieky
nepiehledné, prepoditati na cifru tak zv, rH (ana-
logické Ph p¥i urdovani volnych wolti wvodiko-
vych, nebo hydroxylovych) jako symbol, vyjadiu-
jici intensitu reakee urcitého oxyredukéniho sy-
stému, kKtery mé rovné# hodnoty + nebo —). Na
p¥. limitni redoxpotencial kultur bacila tetanu
pit 37° C a pH 71 jest Eh = —0:265 volt (coz = rH
5'5). Redoxpotencial kultiva¢ni piady, vyjadieny
urdéiton hodnotou Eh, po p¥ipadé rH pred naocko-
vanim, méni se rychle po naodkovani béhem
vzrastu mikrobt. Mezi prvni, kteri se obirali meé-
Fenim elektromotorickyeh sil p¥i redukénich po-



chodech mikrobl, souvisicich s jejich vzrastem.
byl Potter a pozddji Gillespie, ktery =zjistil, Ze
poteneial p¥i wvzristu bacteria coli priogresivné
kles4. Dokonalé védecké base dostalo se studiu
t&chto sil pracemi Wurmserovymi, ktery doka-
zuje, %e veikery mikrobielni vzrist muze byti po-
va¥ovan za oxydoredukdni fenomen a Ze naopak
oxydoredukéni potencial prostiedi ovliviiuje pod-
statné nejriznéjsi synthetické pochody mikrobiel-
niho metabolismu. Pro mikroby strikimé anae-
robni specielné (vyzkousSeno ma bac. sporogenes)
bylo nalezeno, Ze piitomnost kysliku nebo per-
oxydu vodiku i v nepatrnych davkach v bouil'onu,
vyvolava dlouhou latenci vzristu uvedeného bacila,
aniz by byl tento pfimo uwsmrcovan. Tato latence
vzristu odpovida presné dobd, kterou uvedeny
anaerob potfebuje k tomu, aby produkei viasi-
nich redukénich latek, zejména asi slouéenin
sulfhydrilovych, upravil redukéni potencial kulti-
vatniho prostiedi na hodnotu, ku svému vzristu
potfebnou. Proto je také velmi snadno mozné onu
vzrastovou latenei sniZziti na minimum piedbéz-
nym pridanim nejriznéjsich redukénich latek, jak
o nich niZe bude Fed. Oxydoredukéni potensial, ja-
ko¥to mira okamzZité intensity redukénich po-
chodf, neni oviem jedinym mé¥itkem vhodnosti
uréitého eprost¥edi pro kultivaci anaerobmich mi-
krobi. Drubhym jest urdeni celkové kapacity re-
dukénich procest, ktera se dia zméfiti mnozstvim
kvsliku, spotfebovaného k uplné oxydaci vSech
redukénich latek v prostiedi obsaZenych. Prak-
ticksd zkuSenost ukazala, %e uréovani oxydoreduk-
éniho potencialu je mnohem snazsi, takze se ho
jiz téméy vSeobeené u kultur amaerobt pouziva,
tim spiSe, %e bylo jednou pro vidy uznano, Ze sta-
noveni jeho hodnoty mé pro tento druh mikro-
organismii stejny vyznam, jako urdovani a do-
dr¥ovani jistyeh meznich hodnot pH pro vesSkeré



mikroby viibec. Jednou z fundamentilnich praci,
obirajicich se uréenim redoxpotencialu pri vzru-
stu striktné anaerobnich mikrobu, je publikace
Plotzova a Gelosova, kte¥{ pracovali technikou
velmi exaktni, jediné vhodnou pro podobny fysi-
k&lné-chemicky vyzkum, t. j. ve vakuu. Souhrnem
dokazuji, Ze optimum inicialniho vzristu anae-
robnich mikrobd muze byti u rtznych druhd mi-
krobt ruzné a kolisa kolem rH = 14; plati pro
pH kultivacni pady 7-1, méieno ve vakuu pfi 37° C. |
Piiblizné za jednu hodinu vzristu klesne poten-
¢ial maotkovaného bouillonu na Eh = 0130 volt
(odpovida rH = 10), coZz znamena pocatek pomno-
yovani bakterielniho. V dalSich hodinach potemn-
cial rychle klesa az k rH = 78, poté klesa poma-
leji a% k hodnoté rTH = 55 (Eh = —0265 volt).
Tato hodnota odpovidd maximu kultury a na ni
se bouillon drii v pribéhu dalsich 7 kultivaénich
dnit, t. j. pokud vibec bylo méfeno. Nejzajima-
v3jsim faktem jejich pozorovani je to, Ze pii do-
sazeni maxima kultury vSechny zkousené druhy
anaerobnich mikrobt upravily svij potencial na
hodnotu priblizné rH = 55, takZe tato limitni
hodnota neni charakteristickou -pro jednotlivé
druhy anaerobmich mikrobi. Bylo-li v experi-
mentu dosajieno dal$itho umélého sniZeni reduk-
éniho potencialu (natriumsulfitem) ma hodnoty
'h - — 0497 volt, t. j. TH = —2, zustava vzrast
anaerobt stejné latentni, jako kdyZz byl zvysSen
pFes rH = 15. P¥i srovnévacich pokusech se pak
zjistilo, %e anaeroby p¥i svém vzrustu podminuji
stejny pokles elektrického potencialu, jaky wvzni-
kal, byl-li bouillon za stejnych podminek po stej-
nou radu dni podroben katalytickému 1c¢inku
platinové ¢erni. Podle Quastla a Wooldridge neni
vyse potencialu samotnd rozhodujici pro moznost
ya4dného pommoZovéani anaerobdl, nybrZi zejmeéna
také rychlost, s jakou redukeéni procesy probihaii,



a tato je pak pravidelné zavisld ma acinku fer-
menti (zejména reduktas) bud téch, kterée jsou
v kultivacni padé (na pf. se vyplavuji z castecek
organit do mi- pridanych), anebo se uvoliuji sa-
motnym vzristem mikroba. O tom, Ze redukéni
potencial sam mnemusi byti ve vsech wpripadech
(t. 3. u méné citlivyeh anaerobl) jedinou nutnou
podminkou vzrastu, svédei pokusy Messingovy
na bacilu sacharobutyricu, pfi nichz shledéano, Ze
vzriust mikroba zadal u% pri hodnotach vyssich,
nezli je charakteristické pro anaeroby. Uvéadime
z literatury nékolik mé¥enych hodnot oxyreduk-
¢niho potencialu u kultivadnich ptd pred naocko-
vanim anderoba, aby bylo mo#no srovnati je
s hodnotami, které jsme nasli my a které budoun
uvedeny v experimentalni casti. Uvedena ¢&isla
jsou citovana podle Freie a Coultera. (Cisla od-
povidaji hodnotam KEh méfenym v milivoltech a
nejéon tedy prepoditana na symbol rH. pH kolem,
v 74, temperatura neni uwdana a zrejmé se roz-
umi norméalni pokojova, t. j. kolem 22°C.) Oby-
Seiny bouillon = 0178 volt. Vyjimeéné take
mt¥e dosadhnouti hodnot minusovyech, zejména je-li
Cerstvé pripraven. Jatrovy bouillon —0094 az
_0'99. Jatrovy bouillon s kousky jater —0045,
vzaendji az —0250. Glukosovy bouillon —0'048.
Bouillom s 3% cysteinu —0'188 az —0245. Na tomto
namatkou vybraném piehledu lze vidéti, Ze Jjest
oxydoreguladni potencial kultivaéniho pr ostredi
tim nizsi (vzristd v minusovyeh hodnotach), ¢im
jo votsi jeho schopmnost vzriistova pro anaerobni
bakterie. Nejnizsich hodnot pak dosahuje tam, kde
mohou anaeroby vyrustati za volného pristupu
vzduchu, t. j. v padach s jatry, piipadné s cy-
steinem. Musime ovSem wupozormiti, Ze vétsina
adajf, nalezenych v literatu¥e (na p¥. cetné nudaje
Freiovy), jakoZz i naSe vlastni pozorovani maji
cenu pouze porovnavaci a nemohou byti brany



za vieobeend platné fysikalné-chemické komstan-
ty, jako jsou hodnoty udavané Plotzem a Gelo-
sem v jejich exaktni praci; to hlavné proto, Ze
vétSina z nich, na p¥. 1 nase cifry, byly ziskany
méfenfm pii volném piistupu vazduchu. Castecn@
jsme se tomu snaZzili odpomoei tim, 7e jsme vet-
$inu méreni opakovali je$té po 24 hodinach, aby-
chom viiv vnikani vzdusiného kysliku mohli sprav-
né ohodnotiti, ¢asteénd tim, Ze jsme prvé meteni
provedli ihned po yrobeni pidy, kdy uvedené
zevni vlivy byly jisté minimalni, Nepovazujeme
za vhodné obirati se v ramei této prace technic-
kymi podrobnostmi méfeni oxyredukéniho poten-
cialu. Vétsinu nutnyeh technickyeh detaild lze
nalézti v praci Plotzovd, dile v kmize Wurmse-
roveé a Freiové. Uvadime jenom tolik, Ze je moi-
no pou#iti v podstaté dvou metod. Jednak meéreni
potenciometrického, které je daleko presnéjsi, ale
vyzaduje zvlastni techniky a zejména pro urcita
méfeni bakteriologickd zvlasté adaptované apa-
ratury a dale metody kolorimetricke, kde se vy-
chézi ze znamého pozorovani, Ze néktera barviva
se mémi redukénimi pochody na leukoslouCeniny
(¢dbarvuji se). Hodnoty kolorimetricky ziskané
jsou oviem jen pribliZné, ale metoda zejmeéna pro
bakteriologicdkou praxi je snaze pristupna. Tak
na pf. pti pH 71 a temperature 20° C odpovida
dekolorace methylenové modii rH = 14, Janusové
zeleni tH = 6, kde#to na p¥. kresylovd modf ma
rH = priblizné 16.

Bylo jiz uvedeno, Ze pritomnost nepatrného
kvanta Q: nebo peroxydu vodiku v kultivacéni
pitdé piisobi u méné citlivyeh anaerobt a pr1 ma-
sivnéj¥im naotkovani dlouhou vzristovou latenei
(citovano pro bacila sporogenes), & citlivéjsich
dokonce tplnou jeho inhibici. K zabranéni témto
nepiijemmym vlivim pouZivame metod, jez mMOZNo
déliti zhruba ve 2 skupiny. Prva skupina nepiisobi



primo na ovlivnéni redukéniho potencialu kulti-
vaténiho prostiedi, nebof odstranuje pouze atmo-
sféricky kyslik. ktery se machazi nad kultivaéni
pitdou, a to budto zpisobem fysikalnim (odssatim),
nebo chemickym (jako je na pf. pohlceni O: alka-
lickym roztokem pyrogalolu). Druhi skupina me-
tod paralysuje t¢inek kysliku primo v kultivaéni
ptidé a méni redukéni potencial prostfedi na hod-
noty priznivé vzristu anaerobiontt. Pracuje pak
bud zpisobem chemickym, t.e). pridanim nejriiz-
néjsich redukujicich latek k pudeé, jinak ovSem
pro mikroby nejedovatych, nebo biochemieckym
(podle Freie). Biochemické metody pak opét vy-
uzivaji bud symbiosy vzritstové s mikroby aerob-
nimi, nebo piidani nejriiznéjsitho organového sub-
stratu, at uz z tél zvifecich, mebo rostlinnych.
JelikoZz oboje metody z druhé skupiny maji ve-
liky prakticky vyznam, ktery stoupa tim viee, Ze
jediné tyto Jsou schopny usnadniti techmiku
anaerobni kultivace takovym zptsobem, Ze Ji
znaéné piiblizuji bézné technice kultivace aerob-
ni a dale proto, Ze mnohé z dnes uzivanych pro-
stfedkil jsou v nasich pomérech méné znameé, vy-
piSeme nejdilezitéj$i a nejnovejsi z nich.
Nejznaméjsi a vSeobecné rozsirené je vkladani
Sastedek rozrezanyceh .Cerstvych, nebo steriliso-
vanych zvirecich organti do tekutych kultivaénich
ptid, metoda, kterou pouzZil nejdrive Theobald
Smith a kterd u méas byva pravidelné spojovana
se jménem Tarozziho. Klasicky titul si ziskala
Hiblerem zavedenid mozkova kase, pfes svoje Cet-
né mevyhody. Podobmé jako orgamy, ptlisobi pti-
dani celé krve ke kultivaéni pudé, nebo pouZiti
masové kase (Lepper a Martin). Nejraznéjsi mo-
difikace, kterg neni t¥eba citovati, zménily tvar-
nost této pavodni metody. Wrzosek byl prvai
z dlouhé ¥ady dalsich, ktefi pouZzili k témuz ucelu
fragmenty tkamé rostlinné, a to bud derstvého



bramboru, nebo (Douglas, Fleming, Colebroock)
kowsku mrkve, zeli, éasti hrozni, Wright uZiva
dokonce &éasti vaty. Do Jisté miry kuriositou jest
pounziti obilnich zrn ve stadiu kli¢eni (Gori Pio).
Velmi praktickou pidou, levnou a snadnou k zho-
toveni, je pida Mac Clung a Mac Coyova; jest
sloZzena 7z nékolika % Zitné mouky a o néco men-
§iho kwvanta suSenyech jater. Goldie pridava
k bouillonu suspensi leukoyetit z mordeciho peri-
tonea. Podobnyceh uéinkn jako s leukoeyty, do-
sahl pridanim filtratd staryeh kultur anaerob-
nich mikrobd, ze kterych mohl isolovati latku
silné podporujici jejich vzrist, podobnou fermen-
tim, ktera se dobfe adsorbuje na kaolin a ryehle
se ni¢i oxydaci. Podle autora je pravdépodobné
pribuzna katalase a uvolhuje se rozpadem mi-
krobd, v jichZz téle je obsazena v naprosto mini-
malnim mmnozstvi. (Tato latka pry zpuasobuje tak
zv. prenosnmou aktivaci vzrastu anaerobmich mi-
krobt). Na tomto misté jsme nuceni zdirazniti,
7e latky produkované vzristem mikrobiu (zejména
anaercobnich), které maji vynikajici redukéni aéi-
‘nek, jsou z nejvétsi Gasti neznamy. Kazdy anaerob,
kterému se podaii prekonati kyslikem vyvolanou
dobu latence, vyrista vlastné dale na basi pro-
duktti své vlastni vymény latkové, kterymi si
stale upravuje redukéni potencial pady az k ter-
minalni hodnoté, kterou ve shora citované praci
Plotz a Geloso mamérili na rH = 55. Pokud vibee
yime (Quastl, citovano Frei) je mezi nimi cystein,
glutathion a kyselina thioglykolova, podobné
jako ve zvirecich organech. Dale pak urdité slouzi
za dalezité donatory vodiku celd fada aminokyse-
lin, vznikajicich rozpadem bakterielnich bilkovin
a kyselina mlééna z uhlohydrati. Tyto redukeéni
procesy, spojené hlavmé s wvolnénim vodiku z uve-
denyeh domatord, mohou ovSem probihati pouze
za soudimmosti .rspe-clflckyeh dehydras, které Jsou



rovnés uvoliovany autolysou starSich 18l mikro
bielnich, nebo jsou bakteriemi jakozto exo-fer-
menty pfimo secernovany. Weinberg a Guélin do-
sahli vynikajicich vysledkti 1 u nejtize kultivo-
vanyeh anaerobtt pFidanim sterilniho embryonél-
niho extraktu, jaky byva pouzivan pro vyZiva
tkanovych explantatia. Od téchto prostredki nut-
no z ¢asti oddéliti pouziti symbiotického ucéinku
s mikroby aerobnimi. Jest to fada metod, o je-
jichZ cemé se jiz mahodné presvédéil Pasteur, a
které byly k maximu dokonalosti pfivedeny Fort-
nerem. Od predeslych, s nimi%Z maji celou Fadu
spoleéného v priznivém néinku (viz Goldie), se
lisi jedté primou absorbei kysliku, kterou aerobni
symbiont vyuzije ke svym oxydacim. Je zajimavo
si uvédomiti, %Ze nejsme jesté s to podati po vsech
strankach uwspokojivy vyklad ptiznivého wéinkan
tak zv. biochemickych metod. Podle Freie doda-
vaji zejména extrakty ze zvirecich organu, ale
patrné i nékteré z rostlinnych, do kultivaénich
pud vyZivné substance pFiznivé vyvinu i naroc-
néjsich anaerobiontt. (Hoder dokéazal ma pt. v Cet-
nych zeleninach, rajskych jablickach, bananech,
kokosovém mléku akeesorni latku charakteru
vitamint, kterou nazval faktorem Z, podporujici
vzrast velmi maroénych mikrobt.) Mimo to uvol-
nuji do prostiedi latky redukéniho téinku, které
posunnji oxydoredukéni potencial plidy na stranu
negativni, kterd je p¥izniva vzristu anaerobionti.
7 téchto latek podle Freie je mejdilezitéjsi gly-
kosa, glykogen, fosfatidy, kyselina jantarova,
cystein a glutathion. U poslednich dvou nastava
spontanni od8tép vodiku za katalytického 1uéinku
Zeleza a médi, rovnéZ v nepatrnych stopach vy-
plavenych z organt, u ostatnich dochézi k témuz
pochodu pod vlivem specifickych dehydras, uvoi-
nénych bud taktéZ z organid, mebo z maockova-
nych bakterii. Uvolnény vodik je pak vazan prav-



dépodobné kyslikem prostredi jakozto akcepto-
rem, ¢imz je sniZena doba latence amaerobniho
vzrustu ma minimum. Oboji uvedené vsak ne-
stacl osvetliti plné intensitu vzrastovych pochodt
u anaerobiomtid, které p¥i pouziti tohoto kultivad-
niho zpuasobu 1 za jinak aerobnich podminek
byvaji neobycéejné intensivni; jsme tedy naklo-
néni akceptovati jestée jako dalsi slozku vyklad
Klodnizkyho, ktery vychazeje z pozorovani ini-
cialni vzrastové faze anaerobti v koloidaini vrstvé
kolem kouskid organu, poklada za jednu z vysnce
ucinnyech sloZek vzrtstovyech veliké povrchove
napéti v intermicelarni tekuwtiné, nachazejici se
mezi casteckami koloidu.

Mnohem jednodussi, alesponn v nékteryeh pri-
padech, ja vysvétleni uéinku znamych redukénich
latek, pro mikroby prirozené nejedovatych, pii-
damyech primo do kultivaéniho prostredi. Vyznam
anaerobni kultivace za téchto podminek jest zcela
mimotadny a stale stoupa ze dvou divodna: jed-
nak jest touto skupinou metod zjednodusSena
anaerobni technika na maximum (moZnost kulti-
vace anaerobli za aerobnich podminek), jednak se
timto zpusobem stale zvysuje mozZznost vniknuti
do dosud temnych zahad metabolismu anaerob-
nich mikrobit. Zejména to bude moizné tehdy, po-
daii-li se sestrojiti syntetickou pudu, na které
by bylo moZno za ptritomnosti téchto redukénich
latek kultivovati anaeroby i znmaéné citlivé. Od
tohoto idealu jsme zatim jesté velmi vzdalemi (na
rozdil od vétsiny mikrobt aerobnich), nebof nej-
jednodussi ptdou, na které se podarilo péstovati
pomérnéd malo niroéného anaeroba, t. j. bacila
sporogenes, jest kysely hydrolysat gelatiny, ke
kterému jsou pridany stopy kyseliny thiooctové,
tryptofanu, eysteinu a vitamindm podobné latky
(Knight a Fildes, Stickland). Z redukénich latek
chemicky jednoduchyech, uZivanych k podpore



anaerobniho vazristu, je negklasi¢téjsi glykosa.
Pro tyto uéely doporudéujeme (ma zakladé svych
velmi ¢etnych zkuSenosti) uzivati nejcistsi che-
mické preparaty, mebof jsme zhusta shledali, ze
na p¥. ndkteré z doméiecich produktt (nepodaiilo
se nam vyzkoumati, co je toho pFi¢inou) 1 kdyz
davaji fermentaci diagnosticky izcela spolehli-
vou, ma pr. pro mikroby ze skupiny tyfus-eoli,
pii anaerobni technice kultivaéni vazrast zcela zie-
{elné inhibwji, misto aby jej podporovaly. K do-
sazeni anaerobniho wvzrustu se pridava ke kulti-
vadéni padé v mnozstvi 1—-2%. Je nevhodna pro
mikroby prili§ sacharolytické, nebof okyseluje
nadmiru kultivaéni prostiedi, coz dcasto vede
k zmenseni sporulace, k rychlejsimu rozpadu mi-
kroba a k zeslabeni produkce toxinu. Starym a
dnes ji%z neuZivanym prostfedkem Jest mraven-
tan sodny. Jednim z nejaéinméjsich pro sniZeni
redukéniho potencialu na negativni stranu jest
natriumsulfit, zavedeny Manteufelem, jehoz se p¥i-
dava piiblizné % cem %% roztoku na 10 cem
kultivatni pady. Zda se vsak, Ze tato latka neni
citlivym mikrobtm zcela lhostejnou a proto se
nevzila. Asi v téze dobé, jako predehazejici v Ne-
mecku, zavedl ve Francii Berthelot k dosaZeni
anaerobmiho vzristu (za aerobmich podmimek) p¥i-
déni sodné soli kyseliny pyrohroznové, v davee
asi 025 g k 10 cem bouillonu. NasSe zkuSenosti
s touto substanci, pro jeji neprijemné chemické
viastnosti, jsou celkem nevalné. O néco pozdéji za-
vedl Kovacz za tym%z ufelem p¥idani /ie promille
dimethyl-p-phenylen-diaminu k bouillonu. Podle
nasi zkusSenosti phasobi tato latka sice dobte, ale
lze ji velmi tézZko do zasoby uchovati, nebof i in
substantia se na vzduchu nesmirmé rychle oxy-
duje a roazpada. Za veliky pokrok mozmno povazo-
vati malez Japonce Hosoya Seigo, ktery nasel
jeden z nejidinnéjsich a nejfysiologicétéjsich pro-



stredkt v eysteinu. Jeho objev upadl v zapome-
nuti a zcela samostatné byl znova uéinén Freiem
a Riedmiillerem, kte?i pouzivali levotodivy cystein
¢hlorhydrat v kvantu asi 3promilovém ke kultute
priblizné vsSech anaerobil, realisovatelné takto
1 za podminek aerobnich. Podle nasich zkuSenosti
Nplné steynyeh vysledktt se dosahme v mmozstvi
daleko mensim, na p¥. *“promilovém, které ma
jesté tu vyhodu, Zze neni nutna realkalisace pudy.
byvla-li tato pred pridanim cysteinu zastavena na
Ph alespon 76. Pravé cystein to jest, u néhoZ se
Frei pokusil velmi zajimavym zpasobem o vy-
klad wvéinku. Za katalytického puasobeni nepa-
trnyeh stop soli tézkych kovia, zeyména Zeleza,
které jsou extrahovany z masa -do kultivacéni
pudy, oxyduji se 2 molekuly cysteinu (ktery se
takto wstava donatorem wvodiku) na 1 molekuln
cystinu, pri ¢emz uvolnény vodik se vaze s kys-
likem vzduSnym, pohlcenym v kultivaéni puads,
jakozto akeeptorem, takze vznika vedle molekuly
cystinu jesté molekula vody. Timto pohleemim
skodlivého kysliku, primo wvnitid kultivaéni pady,
anuluje se doba latence vzriistu amaerobniho mi-
kroha, ktery se pommnozuje i za podminek jinak
aerobnich. Produkei pak wvlastnich latek reduk-
¢ntho charakteru, jak o tom bylo shora psano,
postupuje vzrust dale az k dimitnim hodnotam.
Frei a Riedmiller, Quastl a Stephenson zkouseli,
vedeni timto objevem, jesté celou Fadu jinych
sulfhydrilovych slouCenin, zejména kyselinu thio-
glykolovou, ktera jest vSak méné wvhodna, mnezli
cystein a glutathion, ktery jest témér lepsi, nezli
cystein, zejméma pri pouziti v povrchovych kul-
turach na plotnach. Jeho obecnému rozsifeni se
véak stavi v cestu pomérné vysoka cena. Kywse-
lina thiococtova a dithioglykolovd jsou pfimo
vzrustu nepfiznivé, Z ostatnich organickych la-
tek, které by bylo mozno pouziti jakozto darce

-~
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vodikn, zkousel Frei kyselinu glutaminovou, xan-
tin a kyselinu jantarovou, které se vsak vSechny
ukéazaly byti pomérné malo vhodnymi. V novejsi
dobd zlepsil Plotz daleko tuéinek glykosy tim, Ze
jeji roztok pred pouzitim zah¥ival s decinormal-
nim lowhem, p¥i demZ redukéni schopnosti tohoto
produktu se pry vyrovnaji cysteinu. Malo uZi-
vany jest mavrh M. Nicola na pouziti sirniku va-
penného, ktery se sterilisovany pfidava ve sto-
pach ke kultivaéni pude. Z nejuc¢innéjsich latek
anorganickych jest podle Plotzovych ndaji chlo-
rid titanity — =zda se mam vSak, Ze jeho rozsSifeni
se stavi v cestu stejné pirekazky, jako glutathionu.
Tim jest vSak uz vlastné dan piechod k oné ka-
tegorii chemickyeh substanei, jejichZ ptsobeni je
nejenom chemické, mybrz i fysikdlné-chemicke,
a to asi ve smyslu shora uvedeného vykladu Klod-
nitzkého o povrchovyech sildch v intermicellarni
tekuting u koloidi. Sem by patfil névrh D’ Anto-
ntv, aby se pridavalo ke kultivaénim pidam te-
kutym velmi jemné rozptylené kovové Zelezo,
které, je-li primo s piidou sterilisovamo pri tem-
peraturach pies 100° C, dava vhodnou pudu ke kul-
tivaci anaerobiont, Jako nejlepsi preparat se mu
osveddilo ferrum porphyrisatum purum Kahl-
baum. Scott a Brandly k témuz uéelu uZivaji
obydejného redukovaného Zeleza. Konelné se
osveddilo pry pridani asi 15 kapek koloidniho
zlata, nebo manganu k bouillonu pro umoZnéni
anaerobniho Zivota. Posledni v této Tadé je po-
wziti 1% suspense agaru v bouillonu, kterazto
piida ma p¥. i u més byvala pouZivina k produkei
tetanického toxinu (Feierabend).

Tim jsme vyjmenovali pFibliZné vétsinu pouZiva-
nyeh a v praksi se osvédéivsich latek, které jsou
schopny — mnejéastéji jako#to donatory H — zmé-
niti redukéni potencial kultivaéni piidy na hodnotu
piiznivon anaerobnimu vzrastu. K naSemu podive-



ni jsme nenasli v odborné literatufe ani nasi, ani
cizojazydéné, pokud nam je v pracich originalnich a
referatech pristupna, zminky o tom, %e by byl nékdo
skusil k tomu tudelu pouziti latku, jejiz silny re-
dukeéni téinek je prece jiz velmi davno znam a to
-ascorbovou Kyselinu, nebli tak zv, vitamin C.
Myslence pouziti této latky pro kultivaci anaero-
bionti, stavéla se hlavné asi na pfekazku velmi ZAa-
hy wéinéna zkuSenost, ktera v nadéji therapeutické-
ho vyuziti byla brzy neopravnéné precefiovana, to
jest seznani baktericidniho uéinku ascorbové kyse-
liny. Jsouce si védomi toho, Ze to, co skodi mikro-
bim aerobnim, miuZe naopak prospivati mikrobim
anaerobnim (viz vliv cysteinu na bacila Pfeiffrova
u Kishino), vykonali jsme celou radu informativ-
nich pokust, které potvrdily zcela nase o¢ekavani,
%o totis ascorbova kyselina za urditych podminek
pisobila stejné priznivé, ba mekdy je§té mmohem
lépe, nezli 1-cystein.

O ascorbové kyseliné jest jiZz odedavna ZNamo, ze
méa vysoce dulezity vyznam pro energetické po-
chody v Zivé bunce. Svym vysokym oxydo-reduk-
énim potencidlem (ktery byl mimo jiné rovneéz z7e-
vrubnd zkouman Wurmserem), ma tlohu dileZitého
meziakceptoru v pribéhu oxydac¢nich a dehydroge-
nisa¢nich pochodd bunéénych. Jeji vyznam je tim
votsi, %e jeji redukéni hodnota je z ¢astl reversibil-
ni. Podle Wurmsera a Loureiro je kyselina ascor-
bova v butikach nejdalezitéjsim ze vSech glueidi a
dokonce ve starsi praci soudi auto¥i, Ze snad prave
v ni je nutno hledati p¥i¢inu vysoké hladiny oxy-
doredukéniho potencialu, ktery lze v buinkach me-
yiti. In vitro se potencial ascorbové kys. dost tézko
mé¥ pro jeji velikou nestalost. Méni se totiz nsta-
vitnd za piistupu vzduchu na svou oxydovanou for-
mu, ale tato reakee je z ¢asti zvratna. Zpétny pru-
béh této reakee (ktera probiha ovSem pouze Ve
zlomefch ptvodniho kvanta ascorboveé kyseliny),
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sta¢i pry vysvétliti do znacéné miry stalost oxydo-
redukénich pochodt v butikaeh. V nejnovéjsi praci
pak Wurmser a Kubo dokazuji, Ze v bunéénych
systémech existujt 3 druhy elektroaktivnich systé-
mu, jichz potencialy jsou navzajem odlisné. S jisto-
tou byly zjistény 2 hladiny oxydoredukéni, z nichz
jedna odpovida potencialu v bunkach aerobnich by-
tosti zbavenych kysliku, a je tvorena systémem:
kyselina mlééna - pyrohroznova - aldehydy - alko-
hol. Hladina tohoto je —0"20 voltd p¥i Ph 7. Druhy
systém odpovida kyseliné ascorbové a cytochromu
a ma pri stejném Ph -+015 volti. Mezi obéma pak
lezi systém intermediarni, ktery se snazi pravé au-
to¥i prokazati. Jiny vyznam ascorbové kyseliny
muze spotivati v tom, Ze jest prokazanym aktivato-
rem fermentd a konelnd pfedpoklada Frei, Ze pii
posuzovani dyechacich substanci bakterielnich (ze-
Jména u mikrobti aerobnich) a jejich vztahu k po-
kustim o novodobou klasifikaci bakterielni, bude
nutno uvazovati také o tdloze kyseliny ascorbové
vedle jinych latek, které jiz prokazany byly, na pt.
glntathionu.

Je zajimavo sledovati, jJak je posuzovan vztah
ascorbové kyseiiny k vétsiné pathogennich mikro-
bt (jsou mysSleny prevaznou veétsinou mikroby
aerobni), pripadné k jejich produktiim, jako jsou

-~ boxiny. Predevsim podle Grootem a Bezsonova by-
chom méli pokladati za jisto, Ze ascorbova kyselina
dosud v télech mikrobielnich s uréitosti dokazana
nekvila. JelikoZ jiné vitaminy v nich byly nalezeny,
usuzuji autori, Ze latka tak eizi bakterielnim téldm
a tak vyznaténd redukéich vlastnosti bude miti ur-
¢ité udinek baktericidni. NejvyhledavanéjSim ob-
jektem pro tyto zkousky setal se bacil diftericky a
jeho toxin, jelikoz bylo zéhy seznano, jak mnozstvi
vitaminu C v nadledvinkach pri difterické intoxi-
kaci rychle klesa. Polonyl dokazuje, ze differieky
bacil v roztoku asecorbové kyseliny rychle ztraei
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virulenei a schopnost hemolysovati. Moréata, infi-
kovana difterii, mohou pry byti zachréanéna vstii-
kovanim vetsich kvant ascorbové kyseliny: Cardoso
prokazal opaény pochod, Ze totiz diftericky tox1in
rychle rozrusuje vitamin C, nachazejici se v nadled-
vinkach. Hard je podobného nazoru jako Polonyi,
domniva se, ¥e prokazal neutralisaci difterického
toxinu ascorbovou kyselinou in vivo i in vitro, pfi
tems zvivata intoxikovana di toxinem, mohla podle
ného byti zachranéna i perorélnim podanim ascor-
hové kyseliny. O méco mensim idealistou, ale zato
exaktnéjdim pracovnikem ukéazali se byti Jungen-
blut, Claus a spolupracovnici, kteti z] istili, ze difte-
ricky toxin v davee 2 MLD jest neutralisovan asi 1
miligramem vitaminu C p¥i pokojové temperature
a mirné kyselé reakei (Ph = 66 aZ 6'8), za '/ hodiny.
Byl-li diftericky toxin a vitamin C vsirikovan zvi-
fatim oddélend, neni jeho nidivy ucéinek prilis ji-
sty. Jestlize v8ak bylo miorée delsi dobu preparo-
vano ascorbovou kyselinou a poté dostalo intraku-
tannd so ag Vs MLD difterického toxinu, byla 0 -
vykla zanétliva reakce zcela negativni. Za celkem
nekritickou jest moZno povazovati praci Gagyiho,
ktery zkoufel udinek ascorbové kyseliny ve 2%/00l0-
vém roztoku (rozpusténou v normalniin {ys. roa-
toku) p¥ Ph 35! Za téchto podminek, které se ostadt-
né v piirodé vibec mikde nevyskytuji, ztraceji bak-
terie nejprve viruleneci, pak schopnost produkovati
toxin a konednd zachazeji. a to jiz za nékolik hodin.
Bakterie nevirulentni pry ascorbovou kyselinu ne-
odbouravaji a nejsou poSkozovany, virulentni pak
odbouravaii a jsou poskozovéamy, jak pravé POPSA-
no. Za jednu z nejexaktndjsich jest mozno POVaZLo-
vati shora citovanou praci Grooten a Bessonova,
kte¥i resumuji vysledky své prace asi takto:

1. In viveo jest protekéni Gcinek ascorobvé kyseli-
ny proti difterickému toxinu 1 pii jedné, maximal-
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né dvou MLD velmi nepatrny a spige jen prodlousi
zZivot zvirat.

2. 4 MLD toxinu in vitro pii zhruba neutralni re-
akel jsou neutralisovany teprve ohromnym nadbyt-
kem, t. j. 100 miligramy aseorbové kyseliny.

3. Jinde popsany baktericidni Wéinek neni 1¢in-
kem specificky baktericidnim, nybr¥ Vylsiledkem ky~
selosti ascorbové kyseliny.

4. Y/2%0 ascorbové kyseliny v bouillonu za reakce
neutralni neptsobi celkem nijak na vzrist vétSiny
mikrobi aerobnich i nékteryeh anaerobnich (?)
s vyjimkou bacila Bordetova, kterému jest zabra-
néno v pomnozovani a 1% je dokonce usmreen. Tato
elektivni bakteriostasa neni pry vSak zptsobena je-
Jimi redukénimi schopnostmi, nybry jeji cyklickou
strukturou. Vysledky této experimentalni prace
Jsou ostatné do znadéné miry podporovany i nazorem
klinikt (Stepp, Kithnau, Schroeder), kte¥ potvrzuji
ve své monografii, Ze p¥iznivy vliv vitaminu C pri
difterii jest daleko spise vyslednici uhrady ecelko-
vého dbytku ascorbové kyseliny pii této chorobé,
nezll jejiho specifického pasobeni na diftericky to-
xin. Abyehom uzavieli tuto kapitolu, zminujeme se
jesté o Jungenblutové praei, v niz zkouma vliv as-
corbové kyseliny na po'liomyexlitioky virus. Kvan-
tum kolisajiei mezi 5 aZ 10 miligramy ascorbové ky-
seliny p#i Ph 67, se smrtelnou davkou 10 suspense
michy, kterd byla v komtaktuy p¥i 37° po dobu 1%
hodiny a na to pfes noc v lednidce, inaktivovalo vi-
rus jakéhokoliv ptvodu s uréitosti. Je zajimavo
porovnati s timto nalezy Longovy, Perrina a Olitz-
kého, kterym se osvédéil naopak eystein ve zfedéni
1 na 2000 za anaerobnich podminek v bouillonu, jako
konzervaéni prostiedek zfedéného vakeinalniho
viru,

Vlastni pokusy s ascorbovou kyselinou byly vy-
konany vétsinou s preparatem, ktery nam byl dan
& nevSedni echotou k disposiei firmou Hofmann a



La Roche ve formé krystalického prasku dobfe roz-
pustného, oznaceného jako L ascorbova kyselina.
Nékteré terminalni pokusy byly vykonavany s pre-
paratem »Cebion« firmy Merck. Pro naSe pouZiti ne-
bylo mezi obéma zadného rozdilu. Pokusy jsme
rozdélili do nékolika kategorii:

1. Uéinek ascorbové kyseliny na-vzrast anaero-
biontd v tekutych padach (v obydejném asiavnim
bouillonu, nebo ve zvlasté phipraveném bouillonu
telecim) a to ¢asteénd za podminek anaerobnich po
prevrstveni vaselinovou zatkou, hlavné vak za pl-
ného pristupu vzduchu.

2. Vzrust anaerobiontd po pridani ascorbové ky-
seliny do ptd tuhyeh a to malitych ve formé (ve
Francii uzivaného) Veillonova agaru. Zde studova-
ny kolonie uvnitf pady.

3. Vliv ascorbové kyseliny ma vzriast anaerobion-
ti v povrchovyeh koloniich p¥i celkovém zatizeni
analogickém methodé Fortnerové, pri Cemz vsak
jako zakladni substrat pouZit obyéejny ogar a ni-
koliv, jako u Fortnera, agar krevni.

4. Vliv pridani kyseliny ascorbové k Fortnerové
plotné.

0. Produkee toxina anaerobnich mikrobd v pro-
stredi & kyselinou ascorbovou,

6. Stanoveni oxydoredukéniho potencialu puad
s ascorbovou kyselinou 1 pitd kontrolnich a métreni
téhoz béhem mikrobielniho vzristu. -

Pouzité kmeny mikrobielni pochazeji vesmés
z kolekece bakteriologicko-serologického tstavu
Karlovy university v Praze, a jsou jednak ziskamy
z materialu domaeciho, jednak pochazeji z laboratoti
patizskych, berlinskych, kodanskyeh a varSav-
skych. Celkem pracovano asi s 35 kmeny striktné
anaerobnich mikrobt, a to: Se 4 riznymi kmeny
bacila perfringens, se 4 riznymi kmeny vibrio sep-
tique, se 3 kmeny bacila oedematiens, s 1 kmenem
bacilus gigas, s 1 kmenem bacila haemolytica, se
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3 kmeny bacila histolytika, se 4 kmeny bacila spo-
rogenes, s 1 kmenem bacila aerofoetida, se 2 kmeny
bacila tetanu, se 4 kmeny Clostridium botulinum a
parabotulinum, se 3 kmeny bacila putrifica, s 1.
kmenem bacila sacharobutyrica, s 1 kmenem bacila
bifermentans, se 2 kmeny bacila tetanomorfa a s 1
nesporulujicim anaerobiontem, to jest bacilem
Schmorlovym. “

- Viece nez polovina téchto kmenua jest provenience
domaci. Vsechny pokusy mmohokrate opakovany a
kontrolovany za mejruznéjsSich podminek. Presny
popis vsech experimentil by daleko prevysil mozny
rozsah této prace, takze se omezujeme pouze na cel-
kovy souhrn pokusi. Nikde jsme se neomezili na
pozorovani vzrustu pouze pod vlivem ascorbové ky-
seliny, nybrz vidy jsme uZivali 3 kontrol, soutasné
naockovanych, pokud je to vibec moZno piesné
stejnym poc¢tem mikrobdl a za stejnyeh podminek.
- Kontrolami byly:

1. Pady bez pridani Jakelklohv redukéni latky.

2. Pidy s glykosou,

3. Pudy s levoto¢ivym cysteinem.

Pokusy v pudach tekutych. Po <¢etnych pocateé-
nich pokusech jsme se ustanovili na masledujicim
postupu: _

Cerstvé regenerovany obyc¢ejny bouillon (v kon-
trolni fadé pokust teleci bouillon) byl mnalit do po-.
kud moZno stejnych sterilnich zkumavek v kvantu
priblizné 10 ccm, t. j. tak, aby dosahoval asi do
dveutretinové vyse zkumavky, P¥i tom prihliZeno
spise k tomu, aby vyska sloupce kapaliny ve vsech
zkumavkach byla naprosto stejna, nezli, aby bylo
vsude presné stejné kvantum tekutiny. Prva fada
boulilond zistala bez jakékoliv piisady. V druhé
radé bouillontt pridana glukosa v kvantu 1%. Ke
treti fadé bouilonu pfidano 7% (promile) cysteinu
a ke ¢étvrté Y2%w (promile) ascorbové kyseliny. Ph
veskerych bouillond pred naockovanim bylo upra-
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vena pribliZné mezi 7'2—7'4, co%Z znamena, ze u €ys-
teinu a ascorbové kys. byla nutna lehka realka-
lisace. Ascorbovou kyselinu a cystein nelze v roz-
tocich stertlisovati varem, proto jsme je rozpou-
s§téli koncentrované v destilované vodé, roztok steri-
lisovali filtraeci svickoun a filtrat pridavali k bouil-
lonu v potfebném kvantu. Jsme si védomi, Ze fil-
traénim pochodem pravdépodobné nastava uréita
ztrata zkouSenych latek, ale pro pribéh pokust se
to nkazalo byti bezvyznammé, Velmi tézkym tech-
nickym bodem bylo zejména zastaveni viech pad na
stejném pH. Naotkovani délo se 2 velmi slaby-
mi kapkami 48hodinovych kultur v jatrovém bouil-
lonu. Odeditano po prvé za 12—15 hodin, dale za 24
hodin a pak postupné az do 6 dnu, kdy pokus byl
ukoncéen. Bouillony v nejdtlezitéjsich seriich po-
kustt inkubovany zcela oteviené (opatrené pouze
lehkou vatovou zatkou), tedy za podminek aerob-
nich. Konedny effekt kontrolovan mikroskopicky,
v pripadé pochybnosti pfeoékovanim na Fortnero-
vy plotny., Necekané zajimavé vysledky, které vy-
padaji nasledovné, obdrZeny jiz po 15 hodinach:

V obyéejném bouillonu zadny vzrast. U glykosy
rostou 3 ze 4 pouzityeh kment bacila perfringens,
solva znatelny zdkal u bacila histolytica (kmen
»Berlin«) a u bacila botulina B (>Weinberg«). U ba-
cila perfringense silny vyvoj plynu. U eysteinu vy-
ristala vétSina anaerobnich mikrobi, z nichz né-
které oviem jevi zakal sotva znatelny, s vyjimkou
2 kmeni bacila oedematiense, bacila gigase, bacila
haemolytica, bacila putrifica (kmen »Fingerland«),
bacila botulina (»Berlin«) a bacila Sehmorlova.
U ascorbové kyseliny vyriwta i jeden z kmenid ba-
cila oedematiens, velmi slaby vzrist dokonee i u ba-
cila gigas, nevyristd stejné jako u cystelnu botu-
linus (»Berlin«), putrificus (»Fingerland«) a tetano-
morfus, V pribéhu dalich kultivaénich hodin deo-
ristaji ryehle ostatni kultury v eysteinu a v ascor-
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bové kyselind, dopinilo se mékolik dalSich kultur
v glykose @ témér beze zmény ziistava, jak se ostat-
né dalo ¢ekati, oby¢ejny bouillon. Po 6denni kulti-
vaci pokus skoncen za tohofto stavu (pfi celkovém
pouziti 32 raznych anaerobnich kmenti): V obydej-
ném bouillonu vyrusta slabé, a to v neéistéd kulture
1 kmen baecila perfringense (kmen »Jung«), sotva
viditelné 1 kmen bacila tetanu (netoxicky), dale
sotva viditelné 2 kmeny baecila histolytica a 2 kme-
ny bacila botulina), tyto se ukazaly i v jinyehk poku-
sech pomérné malo naro¢né na amnaerobiosu). Cel-
kovy vysledek je tedy: z 82 kmenuiaroste 6. a to
jen sotva postfehnutelné a jesté castecné se sekun-
darni infekei. V bouillonech s glykosou vyristaji
vSechmy kmeny bacila perfingense, netoxicky
kmen bacila tetanu jako v predeflém pokuse, 2 kme-
ny bacila botulina, identické s kmeny v predchozim
pokuse, ¢astec¢né 1 kmen bacila histolytika jako
v predchozim, bacilus putrificus W a bacil Schmor-
lav, Vyrasta tedy celkem z32 anaerobipouze
9 a z toho nékteré slabé. U cysteinu zhstal trvale
negativni bacilus tetanomorfus, 1 kmen bacila spo-
rogenes, 2 kmeny bacila oedematiens, bacilus putri-
fikus W aslaby vzrist u bacila Sehmorlova a baci-
la haemolytica. Vynechava fedy ze 32 kment
uplnébda 2 rostou velmi slabé. U ascorbové kyse-
liny uplné vynechava pouze bacilus tetanomorfus
a slabé roste bacilus gigas (Je§té ¢astedné se sekun-
darnim znecCisténim). Baecilus haemolyticus a kme-
ny bacila oedematiens, které spolu s bacilem giga-
sem a nékterymi kmeny botulina patii podle nasich
zkusenosti mezi nejnaroénéjsi anaerobionty, rostou
zde velmi dobte, Nevyrista tedy u ascorbové kyse-
liny z 32 kment anaerobnich mikrobi za uvedenych
podminek pouze jediny a jeden roste slabéji. Dle
téchto experimentid mame tedy pravo uzavirati, ze
ascorbova kyselina pfi reakei zhruba meutralni, za
podminek nami uvedenyeh, dovoluje vzrist
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striktnich anaerobtu iza podminek ae-
robnich a Ze jest v tomto ohledu dokonece zfetel-
né uéinnéjsi a spolehlivéjsi, neZli cystein.

Dalsi fada pokust, pro nas podradnéjsiho vyzna-
mu, byla vykonana s tymi% mikroby v bouillonech
za stejnyeh podminek, ale wzavienych nad to jesté
vaselinovou zatkou. Zde byl ovsem rozdil mezi gly-
kosou na jedné strané a cysteinem na druhé strané
méné patrny a projevoval se hlavné u ecitlivéjsich
mikrobd. Tak na p¥. u zalepené ascorbové kyseliny
vyrastavaji po 15 hodinach v§echny kmeny bacila
oedematiense, lehce vyristd bacilus haemolyticus,
citlivéjsi botulinus, putrificus Fingerland, tetano-
morfus, tedy mikroby, které pod vlivem kyseliny
ascorbové za podminek aerobnich po 15 hodinach
jestd nerostly. U glykosy po téZe dobé Zadny z téch-
to citlivych anaerob@t nevyrustal, ale dorostly ve-
smés do t¥{ dalsich kultivaénich dni, takZe po 6den-
nim porudeni pokust neni valného rozdilu mezi gly-
kosou, cysteinem a kyselinou ascorbovou, zistava
véak velky rozdil mezi tdmito a bouillonem bez re-
dukénieh latek, kde vzrist citlivyeh anaerobiontf
zustal az do konce negativni. Tvorba plynu u znaé-
né plynotvornych bakterii (bacilus perfringens, vi-
brio septique, sporogenes, putrificus), znatelna po-
dle vysunuti wvaselinové zatky, jeo znaénd vetsi
u glykosy, nezli u obou zkousenych redukénich la-
tek. Ale i terminalni Ph, eo# jisté neni mikrobu na
prospéch, je daleko vice posunuto na kyselou stra-
nu u glykosy meZli u kyseliny ascorbové. Orien-
tadénd bylo zkouseno vstiiknuti nékteryeh pathogen-
nich anaerobiontd jako bacilus oedematiens, vibrio
septique, bacilus gigas a bacilus histolyticus, vy-
péstovanyeh jednak ve standardnich jatrovyeh
bouillone¢h s vaselinovou zatkou (jak jsou héiné
uzivany v - bakteriologicko-serologickém . tustayu
Karlovy univ.); jednak w téch, vypéstovanych
z* bouillont- 8- asecorbovou: rkyselinou ‘ za. pristupu
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vzduchu. Pouzito bylo takovych davek, které jsou
nam ze zkuSenosti znamy jako pravé postacujici
k usmreeni experimentélniho zvirete., V celku mu-
sime potvrditi, Ze nelze pozorovati Zadny mnapadny
rozdil v pathogenité mezi mikroby, vypéstovanymi
za obyséejnyeh podminek a omnémi z ascorbové ky-
seliny. K této ¥adé pokusi v tekutych pidach byly
pFipojeny 2 kmeny bacila difterického vesmés to-
xické a 1 kmen bacila anthraxu. Uvedené acroby
otkovany do vsech 4 druht piud, nalityeh ve stejné
vysoké vrstvé, jako u anaerobui a z stejného Ph.
Anthrax vyrustal ve vSech 4 pudéach piiblizné stej-
né rychle, mohutnd a naprosto charakteristicky.
Po dokondeni kultivace porovnavan baecil, vypésto-
vany v obyé¢ejném bouillonu, s bacilem vyrostlym
v kyseling ascorbové (ob8 kultury 6 dni staré) ma
virulenei. Stejndé tézka moréata, infikovanad pri-
blizné Y100 ka%dé z bouillonovych kultur, zasla za
stejnou dobu. Rovné’% v obraze morfologickém a
v rychlosti sporulace nemohli jsme prokazati pod-
statnych rozdilt. Oba pouZité kmeny bacila difte-
rického rostly atypicky pouze v glykose, kde tvo-
¥ily difusni mohutny zakal, bez pelikuly. V ptdach
6 cysteinem a s ascorbovoun kyselinou rostly cha-
rakteristicky, s lesklym inicidlnim zakalem, po-
zd8ji zrnitym sedimentem a zejména u cysteinu
a u ascorbové kyseliny s povrchovou blankou mno-
hem hutnéjéi, nezli u obydejného bouillonu. Amni
zde nemohla byti prokézana pro ascorbovou kyse-
linu zietelna degeneratni stigmata a pri orientaéni
zkousce na toxicitu byla tato sniZzena pouze pro
mikroba péstovaného v glykose, pro vSechny ostat-
ni pady, pokud je mo%no z pokusii pouze orien-
tacdnich souditi, zistala Gplné stejna. |

7 celé této kapitoly kultivace v ptdach teku-
tych, mnohokrate opakované, pfezkousené ma nej-
rizndjSich (kmenech a s nejriznéjiimi varkami
bouillonu jeme =ziskali zcela novy poznatek, Ze
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U0 ascorbové kyseliny (vétsi davku ne-
doporudujeme, jelikoz pak jest nutna p¥ilis znac-
na korekce Ph) umoZinuje vzrast strikt-
nich anmaerobf za aerobnichpodminek
podobné jako cysteimn, ale jesté dokeo-
naleji, neovliviiuje nijak nep¥znive morfologii,
vitalitu a pathogenni vlastmosti anaerobt, a co
jo dale zajimavé, neplisobi v tomdbo kvantu a pri
tomto Ph nikterak mep¥iznivé ani na toxicke, nebo
virulentni mikroby aerobni.

11. Vizrast wvnit¥ modifikovanych agart podle
otkovaciho zpisobu Veillonova. Za timto ucelem
vyroben 2% agar z teleciho bouillonu, ktery nej-
sastdji pouZivan sub. I. a ke kazdému agaru pred
stuhnutim @ naotkovanim pridano:

1. 1% glykosy sterilisované ve vodnim roztoku,

9. priblizné 1% filtraci sterilisovamého roztoku
cysteinu,

3. 1% stejneé piipraveného roztoku kyseliny
ascorbovée, Agaru bez redukénich latek v tomto
piipadé pouzito nebylo, jezto poadle madieh mzkuse-
nosti je vysoce pravdépodobné, Ze by tam, snad
s v¥jimkou bacila perfringemnse, zadny jinmy an-
qerob nerostl. Pro kaidého mikroba bylo naocko-
vano 5 rourek s agarem (piirozend jesté tekutym
po pridani redukénich substanci), a to »sans ré-
charger« podle znamé Veillonovy metody. Prvé
odesitani se délo po 18 hodindch, dale po 24, 48,
atd., a pokus ukonéen po 6 dnech kultyvace.
V téchto pokusech byl z uvedenyech mikrobd po-
arit od kazdého druhu pouze 1 kmen, a sSice ten,
ktery se v jinych pokusech, a to bud v tekutych
padach, nebo v onéch, popsanych sub IIL. osvédéil
jakozto madany nejveétsi vzrustovou schopnosti.
Po 18 hodinach vyrusta v glykose: perfringens
(s koloniemi asi velikosti Spendlikové hlaviéky),
ve viech naotkovanyeh pidach, pri &emz vsechny
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agary Jjsou uplné roztrhany plynem; bacillus
oedematiens tvori sotva viditelné kolonie pouze
v prvé kultivadéni rource; histolyticus, ve vSech
rourkach dosti dobry vzrast v pravé viditelnych
koloniich: sporogenes, ve wvsSech mourkach wvazrist
prave viditelnych kolonii; vibrio septique, kolonie
az do ftreti rourky, velmi mepatrnych rozméra,
ale typického vzhledu, agar roztrhan; gigas zcela
negativni; haemolyticus, kolonie ma hranicich vi-
ditelnosti; putrificus, vzrist ve vSech ptdach, ale
malych, charakteristickyceh kolonii, agar disloko-
van; tetanomorfus, pouze do druhé piudy, sotva
viditelné; botulinus A mneroste; bacil Schmorliv
neroste; ftetanuws, vzrist sotva postrehnutelny;
cvsteim: perfringens priblizné stejny jako
v glykosy, ale agar jest daleko méné roztrhan;
oedematiens roste az do treti rourky, tvori zre-
telné kolonie mmohem vétsi, nezli u glykosy, pii
¢emz sterilni povrehova zona &imni pouze t¥etinu
vysky, nezli u glykosy; histolyticus, vzrist velmi
dobry, sterilni zona stejné zmensSena; sporogenes,
kolonie a7z dvojnasobné velikosti profi oném
v olykose, velmi charakteristického wvzhledu;
vibrio septique,. kolonie mmohem vét8i mneZli
u glykosy, ale daleko jemnéjsi struktury; gigas,
nepatrné kolonie az do druhé rourky, typického
vzhledu: haemolyticus, vzrist drobnych, ale ty-
pickych kolonii az do ti¥eti rourky, zona zreduko-
vana; putrifieus asi jako u glykosy, ale agar je
meéneé roztrham; tetanomorfus, az do posledni rour-
ky zretelné a dobte vyvinuté kolonie; botulinus A
az do c&tvrté rourky zretelné vyvinmuté kolonie;
Schmorl az do &étvrté rourky malé, ale dobie vy-
vinuté kolonie; tetanus rovnéz. Ascorbova
kyselina: perfringens a oedematiens jevi stej-
né dobry warist jako u cysteinu, redukce sterilni
zony jest jesté wétsi. Histolyticus, podobné jako
cystein, ale redukce zony jest wzvlast na-
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padna; wsporogenes Jako cystein, ale kolo-
nii jest vétsi pocet: wvibrio septique, jemné,
veliké, napadné charakteristické kolonie, lépe
vyvinuté, nezli u cysteinu; gigas, vzrast spi-
se lepsi, mezli w ecysteinu; haemolyticus
stejny, jako cystein; putrificus jako cystein, ale
sterilni zona témér neexistuje; tetonomorfus po-
dobné jako cystein, Casteéna fragmentace pro-
stredi; botulinus stejny jako eystein; Scehmorl
stejny jako cystein, ale mnohem vice kolonii; te-
tanus stejny jako cystein. P ukondeni pokusu
vypada stav pro jednotlivé mikroby asi masle-
dovné: Glykosovy agar: u perfringense, vibrio
septique, putrifica, tetanomorfa k nepouziti roz-
trhan a =z trhlin seckundarné znedistén. Oedema-
tiens, gigas, botulinus, haemolyticus, Schmorl a
tetanus vyriasta celkem chudé. U eysteinu a ascor-
bové kyseliny wvezrtst piiblizné stejné intensivni:
s vyymkou perfringense a sporogenese, jsou ko-
lonie vesmés vétsi a charakteristi¢téjsi vzhle-
du, nezli u glykosy, agar nepatrné roztrhan a ne-
znecistén. Vysledky s kyselinou ascorbovou, ze-
jmeéna u vibrio septique, putrifica a gigase jsou
jesteé zretelné lepsi, nezli u cysteinu. Zvlastui vy-
hodou pud s cysteinem a ascorbovou kyselinou
Jest jpomérné mepatrné roztristéni agaru plyno-
tvornymi mikroby, zvlastnim znamenim pak, kie-
ré svédéi o tom, Ze redukéni potencial cysteino-
vych a wvitaminovych pad je daleko vice sniZen
na negativni stranu, jest zuzeni sterilni povrcho-
vé zony priblizné ma % toho rozméru, kifery jsme
pozorovali u agart glykesovych p#i nasem expe-
rimentalnim zarizeni. Celkem lze z tohoto
pokusu stoprocentné potvrditi vy-
sledky ziskané s ascorboveu kyseli-
noun v pudach tekutych, totiz zZe tato
jest daleko lep8im zdrojem pro anae-
robiosu mutnych redukéniech pocho-
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di, nezli na pt. béZné pouzivana gly-
k osa. | .

II1. Mikroby ofkovany na agarové plotny, k do-
sazeni charakteristickych, povrehovyeh kolonii.
Tyto experimenty byly mnejpracnéjsi ze vsech,
nebof témeér vSechny byly mnohokrate opakové-
ny, zejména tbam, ‘kde dva rhtzné experimenty
u stejného mikrobielniho kmene nedaly vysledky
rdenticdké. Ke kultivaci bylo pouZito Fortnerovych
misek (o poloviéni vysce normalni Petriho misky)
a 1 Jinak zachovan celkovy mpostup Fortnerovy
kultivace, t. j. pouzito symbiosy s bacilem pro-
digiosem a uzavreni sklenénou plotnou s plasti-
linovym =zalepenim. Proti typické Fortnerové
plotné mély tyto pidy tu velkou vyhodu, Ze byly
téméfr prihledné, takze postup vartstu mohl byt
sledovan bez otevieni anaerobntho systému. Cel-
kova inkubaéni doba ¢éinila 4 dny, adkoliv vétsi-
nou jiz od itfetiho dne kolonie ve wvzristu nepo-
krac¢ovaly. Material byl nanesen na kultivadéni
plochu v jedné drobné kapce 48hodinové kultury
anaeroba v Jjatrovém bouillonu, kterd musela
bytl u vSech ptd téZe serie naprosto stejna. Jestli-
ze se to mepodatilo, musel byti pokus opakovan.
Rozocékovani z této kapky se délo celkem ve 4 pre-
rusSenych ¢arach, vady stejné dlouhych, pii cemz
pri kazdém preruseni byla klicka vypalena. Je-
diné za takto exaktnich podminek bylo mozno
dosahnouti pfiblizné stejné hustého romotkovani
kultury, ale 1 tak se vysledky braly s reservoun
a hodnotili jsme jo jako uspésnéjsi, mnebo jako
méné uspésSné jen tehdy, kdyz byl rozdil velmi
macny a kdyz téhoz rozdilu bylo v nékolikrate
opakovanych pokusech dosaZeno ve vétsiné pii-
padt. Jako kultivaéni substrat byl pouzit:

1. obyéejny agar z teleciho bowillonu,

2. tyZz agar s 1% glykosy,

3. agar s 1% cysteinu,
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4. totéZz s 1% ascorbové kyseliny.

Ph wv8ech pid v terminalnich pokusech kolisalo
mezi 72 az 74. Ph vyssi nezli 75 bylo vhodné pro
puady s glykosou, ktera po mikrobielni sacharo-
lyse okyseluje, ale nevhodné pro kyselinu ascor-
bovou, jejiz redukéni uéimek pii vys§im Ph ziel-
mé rychle klesa. Rozdily, pozorovamé u jednotli-
vych mikrobit p¥i pouZiti téchto ptd, jsou p¥iro-
zemée daleko mensi, mezli u pud tekutych za aerob-
nich podminek a u kultur uwvnit¥ agaru. Jsou
spiSe amalogické oném v tekutyeh padach, uza-
vienych vaselinou. Je to pochopitelné, nebof sym-
biosa s prodigiosem sama stadéi k realisaci anaero-
biosy, mejde-li o mikroby zvlasts citlivé a dale
jesté i obylejny agar v téchto piipadech ma do-
statek redukénich 1latek, které jsou wvysledniei
vymeény latkové bacila prodigiosa a od ného ziej-
mé difunduji, v téméF potFebném kvantu, celym
agarem. Je docela moZzno si predstaviti, Ze re-
dukéni potencial kultivacéni ptdy .sumaeci ddinkn
kyseliny ascorbové a produktd bacila prodigiosa
muize byti snizen aZ ma hodnoty neptriznivé, udané
Plotzem (rH = —2). Kyselina ascorbova a podobnd
1 eystein v téchto pokusech nebyly filtrovany, nebot
jsme pozorovali, Ze koncentrovany roztok ascorbové
kyseliny a stejné tak i eysteinu, byl-li ponechan na
chladném a temném misté asi ¥ hodiny, je v di-
sledku své kyselosti a redukémich vlastnosti prak-
ticky plné sterilni. Oviem koneéna kvanta ascor-
bové Kkyseliny, pridana do kultivaéni pady, jsom
mensi, meZz jak je uwdano, ale prakticky to ztstalo
bezvyznamnym, Celou ¥adu zajimavyceh podrob-
nosti, zejméma d¢ykajicich se rychlosti vzristu,
tvaru a prihlednosti kolonii, masivnosti, nebo
jemnosti povlaki, tvaru charaktersitickyeh vy-
bézkd 7 powvlakht vysilanych a konednd zapachu,
Jsme muceni vynechati, adkoliv nékteré z nich by
zaslouzily, aby se staly predmétem zvlastni
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prace. Bacilus perfringens: nejrychlejsi vzriast
a nejvétsi kolonie na kyseliné ascorbové, na dru-
hém misté by stala glykosa, k nasemu podiveni
jesté za ni by byl cystein a ma étvrtém misté agar
bez redukénich substanci. (Pro tento pokus po-
uzity celkem 4 kmeny.) Baeilus oedematiens
(3 kmeny). ma prvém misté ascorbovia kyselina
s charakteristickymt koloniemi podle Zeisslera,
témeér stejné dobri je glykosa, o néco slabsi je
cyslein a mna poslednim misté agar beze viecho.
Bacilus gigas: nejlépe vyvinuté a mejvice kolonif
s ascorbovou kyselinou, cystein, glukosa a agar
beze vseho, davaji asi stejuy verfist, o néco slabéi,
nezii u predeslého. Vibrio septique (3 kmeny):
nejlepsi kyselina ascorbova (u vS8ech kmenil), na
druhém misté cystein, ma tfetim glykosa a na
agaru beze vseho pouze zcela ojedinélé, naprosto
necharakteristické kolonie. Proti vzrastu na Fort-
nerové plotné je v8ak i ma ascorbové kyselind a
cysteinu spise tendence k tvorbé uzavienyeh xo-
lonii 8 ¢éetnymi vybéZzky, neZ?li tvofeni homo-
gennich povlakid. Bacilus haemolyticus: ma po-
dobny pofad vzristu jako baecilus gigas. Bacilus
sporogenes (4 kmeny): u dvou kment meni val-
ného rozdilu mez vzristem ma jednotlivyeh re-
dukénich latkach, pouze u 2 kment (»Teta a Wein-
berg«) je cystein a ascorbova kyselina lepsi, nezli
glykosa. Zvlasté dobrou latkou pro bacila sporo-
genes 8o zdd byti vyjimeéné cystein. Kultury ba-
cila sporogenes na cysteinu zvlastd penetrantnd
zapachaji sirovodikem. U baecila histolytica (t¥i
kmeny): kmen »Pasédi« ma nejlep$i vazrtst na pi-
dach s cysteinem, u kmene »Berlin« je nejlepsi
ascorbova kyselina. U tfetiho memi valného roz-
dila mezi jednotlivymi latkami. Bacilus botulinus
(4 kmeny) »A, B, C, D« a 1 kmen bacila parabo-
tulina: ve <&tyrech pripadech mnejlepS$i vzriist na
ascorbové kyseliné a cysteinu, v jednom piipadé
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pouze na ascorbové, pri ¢emz cystein se rovna
asi glykose. Bacilus tetanus (2 kmeny): malo to-
xicky tkmen tetanu »Stran« ma mejlepsi vzrust
na ascorbové kyseliné. U kmene »Varsavac je
nejlepsi vzrast na cysteinu, p¥i ¢emz ascorbova
kyselina a glykosa jsou pfiblizné stejné. Ze sapro-
fytickyeh mikrobt zkouseny 2 kmeny bacila putri-
fica, 1 kmen bacila bifermentans a 1 kmen ha-
cila aerofoetida. Putrificus »Fingerland«: nejiepsi
vzrust na cysteinu, pak na ascorbové kyseliné:
na glykose a na obyCejném agaru vzrust velmi
slaby. Bacilus putrificus »W«: kyselina ascorbové
nejlepsi, cystein a glykosa asi stejné. Bacilus bi-
fermentans »Praha«: vzrast nma véech pudach pri-
blizné stejny, p¥i ¢emZz kolonie na glykose jsou
nejmasivnéjsi, ale maji mejmensi tendenci k tvor-
bé povlackt. Tento mikrob jest jeden =z onéch
mala anaerobi, jehoZ kolonie ma pidach s reduké-
nimi latkami, ale bez bilkovin dosahuji daleko
vétsich rozmédrt, nezli na typické Fortnerové
plotné. Bacilus aerofoetidus: nejlepsi vzrist ma
ascorbové kyseliné, mmnohem =slabsi v glykose a
cysteinu. Z ostatnich mikrobt zkousen jesté ba-
cilus sacharobutyvricus a tetanomorfus. Je vysnce
zajimavé, Ze oba tyto mikroby v povrchovyeh ko-
loniich jsou favorisovany ve vzrustu pouze gly-
kosou, zejména ovsem bacilus sacharobutyricus.
Na pudach se silné redukénimi latkami je vzrist
zietelné horsi. u sacharobutyrica témeér Zzadny.
Bacil Sehmorliv v tomto pokuse wzit nebyl.
IV. Ve c¢tvrté radé pokust piirdavana kyselina
ascorbova v kvantu 1% & typické Fortnerové
plotné s 10% kraliéi krve. Kontrolou byla obyéejna
Fortnerova plotna bez pridani jakychkoliv jinych
redukénich latek, Ph kultivaénich pad i oékovact
technika byly prFiblizné stejné, jako v predchéaze-
jicich pokusech. Od kazdého druhu mikrobielniho
byl pouzit pouze 1 kmen podle vybéru, jako sub
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II. Vzrust sledovan po dobu 48 hodin. Bacilus
perfringens: kolonie priblizné stejné velikosti,
haemolysa daleko zretelnéjsi a ve vétsim rozsahu
u ascorbové Kkyseliny. Vibrio septique: daleko
rychle)si wzrist (kontrolovano nékolikerym ote-
virenim plotmy béhem prvnich 24 kultivacénich
hodin) na kyseliné ascorbové. Baecilus histoly-
ticus: kolonie po 48 hodinach vétsi a mukosnéjsi.
Bacilus sporogenes: zretelné lepsSi ma ascorbové
kvseliné, ale a% po celych 48 hodinach. Bacilus
cedematiens: zretelné lepsi na ascorbové kyseliné.
Bacilus gigas: mnohem masivnéjsi vzrist ma
ascorbové kyseliné. Bacilus haemolyticus: na oby-
cojné Fortnerové plotné vyjimedéné lepsi. Bacilus
tetani: na ascorbové kyseliné jiz béhem prvyeh
24 hodin asi tfikrate rychlej§i vzrist ma ascorbo-
vé kyseliné. Baecilus putrificus a tetanomorfus
stejné, jako bacilus tetanu. Baecilus botulinus: na
Fortnerové plotné vice rozrostly, ale na ascorbo-
vé Kkyseliné mroste masivnéji. Baecil Schmorlav:
vyjimecéne vzriust zretelnéslabsi na ascorbové kyse-
limé., Je tedy vidéti i z experiment sub III. a TV.,
ze ascorbova kyselina podobné jako cystein, pfi-
déna k pevnym kultivacnim pudam, zlepduje, za
Jjinak béznych amaerobnich za¥izeni, mo#nosti
vzrustu anaerobiontt v povrchovych koloniich.
V. ¢etnych pripadech se wukazala dokonce lepsi,
nezli cystein, takZe p¥i nejmensim muZe byti po-
vazovana za rovnocennou s Freiem zkousenym
glutathionem. Je jen malo pfipadd, kde by byl
cystein vyhodnéjsi a jen docela ojedinélé (sacha-
robutyricus, tetanomorfus), kde glykosa preddéila
obé latky predchazejici. Co vsak je zvlasté zaji-
mavym poznatkem z téchto pokust (potvrzuje
nase jiz drivéjsi pozorovani) a co povaZujeme z:
novum, které jo nutno v zajmu diagnostiky anae-
robt zvlasté zdiurazniti, je pozorovani, Ze tvar
povrechovyeh amerobmniech kolonii,
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ktery je Zeislerem wpovazovan za
znak druhové staly (byt i v uréityech
mezich kolisajici), je z velké déasti
funkei oxydoredukéniho potencialu
kultivaémi pady (8asteéné jisté také vlhko-
sti a Ph kultivaéni pidy, coZ jo ostatné samoziej-
mé). Neplati to snad ve stejné mife pro vsechny
druhy anaerobt, ale uréité pro ty, které vyri-
staji v kolomiich opatfenyeh vybhézkr.
nebo které maji tendenci k tvorbé
povlaku Tento zjev, ktery je schopen vysvét-
1iti detmé z dosavadnich rtznosti v popisech anae-
robnich kultur, pokladame za tak ditlezity, Ze se
k nému vratime ve specielni praeci. Pokud se tyce
hodu sub IV. zviasté, pripomind nam éetné vytky,
které byly ¢inény (jen zédsti pravem) plvodni
Fortnerové methodd a jeZ se tykaji jeji, pry malé
citlivosti. Nase zkuSenosti je mohou potvrditi jen
v malém poétu piripadi; tam vSak, kde by byla
T'ortnerova plotna skutedné nedostateéna, je
moz#no ji modifikovati pfidanim 1%
ascorbové kyseliny, éim% vznikne
kombinace vyhovujici zceela urdéité
i daleko nejeitlivéjS8im anaerobim,
pii prvém pokusu o isolaci pfimo z materidlu —
¢o% pyva nejtézisim vkolem.

V. V této fadé na naSe poméry obtiznych experl-
mentdl jsme se snazili jén zcela orientaénim zpu-
sobem nabyti informaci o tom, jak plisobi ascor-
bova kyselina na produkei toxind mnejriznéjsich
anaerobnich mikrobu, zda je v tomto smyslu lat-
kou indiferentni, nebo zda by mohla pFipadné
s uspéchem nahraditi glykosu, které se dosud té-
méi¢ ve wSech ptipadeeh k produkei anaerobnich
toxini pouZiva. Zditrazhujeme, Ze nase vysledky
maji cenu pouze orientacni, nebotf nase zarizeni a
nutnost Setfiti se zvifaty nam nedovolilo opako-
vati tolikrate ve§keré pokusy, kolikrate by to bylo



zadouci. Neméli jsme Casu adaptovati svoje kmeny
za optimalnich podminek a udiniti dostatedny po-
¢et subkultur, jak je to p¥i produkei toxina k tech-
nické potiebé nutné, Nemohou tedy byti nase vy-
sledky vubec srovnaviny na p¥. s obdobnymi, zi-
skanymi v nasem St. Z. U., maji cenu pouze pro
porovnani samy mezi sebou. K produkei toxinu
uzity zvlasté veliké zkumavky, které jsme si spe-
cielné k tomu uéelu dali zhotoviti, které snadno
pojaly 150—200 cem bouillonu ve velmi vysoké
vrstvé. Pracovano pod uzdvérem =z nujolu, nebo
sterilni vaseliny. SloZeni ptd je nasSe puvodni a
vypada asi nasledovné: K produkei toxinu vibrio
septique, bacila histolytica a bacila tetanu, byl
uzit bouillon skladajici se ze dvou t¥etin z obydej-
ného teleciho bouillonu a z jedné t¥etiny z bouil-
lonu vyrobeného peptickym natravenim krevniho
kolace. Bouillony, derstvé regenerované, nality
v mnozstvi 150 cem do popsanych zkumavek, nadez
k jednomu pfFidano 1% glykosy, k druhému /2%
ascorbové kyseliny, U tetanu specielné p¥ipojen je-
sté treti bouillon, k némuz p¥idano i 1% glykosy
1 /2%/e0 ascorbové kyseliny a jako kontrola pridan
bouillon étvrty, ktery rovnéz obsahuje glykosu a
kterého se bézné uziva v nadem St. Z. U. k produkei
tetanického toxinu. Jeho potr¥ebné kvantum nam
bylo pirenechano laskavosti oddéleni pana doc. dra
Vanicka. Koneéné pH wvs&éch bouillond rovnalo se
7-2. Pro produkei toxinu bacila botulina byl nami
sestrojen specialni bouillon, skladajici se z jedné
tretiny z teleciho bouillonu, z jedné t¥etiny z bouil-
lonu z natravenych krevnich kolaét a z jedné tie-
tiny z koncentrované bramborové §tavy. Dale rov-
néz piidana glykosa v davee asi 3/4% a k jiné davee
ascorbova kyselina opét v kvantu Y:2%w, Ph adjusto-
vano na 7'3. Pro nedostatek éasu mohl byti tetaniec-
ky a botulinicky bouillon inkubovan pouze po dobu
necelych 10, pfipadné 12 dnt, takZe koneéného mo%-
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ného titru urdéité dosaZeno mebylo. Toxin bacila hi-
stolytica a vibrio septique inkubovan, jak zvykem,
kratkodobé, Titrace u tetanu a botulinu byla prove-
dena ma mordéatech; u bacila histolytica zkousen
titr intrakutanni aplikac{ toxinu, pfi ¢emZ jako
MCD jsme oznad¢ili v masSem pripadé nejmensi
munostvi toxinu, které podano intrakutanné v cel-
kovém mnoZstvi asi 1/10 cem vyvola do tfi dnl ne-
krosu asi 4 mm v prameéru. Toxin vibria septique
titrovan na my&kach intravenosnim wstFikovanim
v davee Yz eem. Celkové vysledky byly pro nés ji-
stym prekvapenim, nebof je z nich patrno, Ze ve
véech pripadech je produkee toxinid o néco lepsi
v bouillonech s glykosou, nezli s ascorbovou kyse-
linou. Tak na p¥. nejmarkantnéjsi rozdil byl u to-
xinu bacila histolytica, kde toxin s glykosou vyvo-
laval zietelnou nekrosu jesté do ziredéni 1 na 10,
kdeZto toxin za pouZiti ascorbové kyseliny pouze
ve stavu koncentrovaném. Nas titr pro toxin bacila
histolytica vyrobeny v glykosovém bouillonu, sta-
noven asi 100 MCD v 1 cem, kdeZto onen produko-
vany v bouillonu s ascorbovou kyselinou, mé titr
desetkrate mensi, Pro vibrio septique stanoven titr
glykosového toxinu asi na 15 MLD v 1 ecm, pro ky-
selinu ascorbovou pouze na 10. Titr toxinu botuli-
nického u obou ptd dosahl stejné hodnoty, a to asi
1000 MLD v 1 eom. Je to ovSem titr proti adajiam
v literatufe nesmirné nizky, ale jak jiz receno, §lo
nam pouze o porovnani. Nejzajimavéjsi vysledky
zjistény pro tetanus. (Prirozené pouzito ve vSech
pripadech téhoz kmene bacila tetanu, priprava
pid a inkubace i titrace u v8ech konana soucasné.)
Toxin v nadem bouillonu s glykosou mél titr pi#i-
blizné asi 5000 MLD v 1 cem, kdezto s ascorbovou
kyselinou v tém#e bouillonu pouze 1600 MLD v 1
cem. Pri pouziti tetanického bouillonu St. Z. U.
(ktery rovnéz obsahuje glykosu) jsme dosahli titru
pouze asi 4000 MLD v 1 eem, kdezZto v nadem
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bouillonus glykosouiascorbovou ky-
selinou dosaZeno titru 10.000 MLD v 1
cem, Jelikoz k vali dspofe mista, bohuZel, nemu-
Zeme publikovati vSechny podrobné tabulky nasich
titraei, prikladame pouze jedinou z nich a to nej-
zajimavéjsi, ktera se tyka na poslednim misté zda-
raznéného vysledku. |

Tetanus 3. Tetanus 4.
Tetanicky bouil. St. Z. U.Teleci bonil. s glyk. i s asc

(s glykosou). kys.
ziedPni méoiﬁégt,e vysledek ztedénf mgifggte vysledek
1:5000 93 ¢ 4.20 1: 1000 174 + 1.—
1:10000 911 44+ 1: 5000 996 T 2.20
1:15000 408 - bk 1:10000 183 T 3.20
Titr stanoven asi na 4000  1:15000 447 4+ 4+ 4+ 4

' Titr stanoven na 10.000
MLD v 1 cem.

+ znadt' smrt zvirete s oznatenim doby; ecifra pied
teckou = pocet dni, za tectkou = podet hodin.

+ 4+ 4+ znaéi celkovy tetanus velmi silné vyznadeny.

+ 4+ + znad¢i stabsi celkovy tetanus.

Koneétnym vysledkem vypsanyech pokusu je kon-
statovani fakta, Zze v dosavadnich pokusech se as-
corbova kyselina (jako ostatné i jiné ' redukéni
latky) ukazala méné vhodnym prostfedkem pro
produkeil anaerobnich toxinn, nez-li glykosa. Je
véak docela mozno, Ze jeji malo pFiznivy vliv jest
pouze zdanlivy, nebof urychluje wvzrist mikroba
anaerobnich mnohem napadnéji (2 a 83X rychlejsi
vzrist za anaerobnich podminek), jak vidéti z ex-
perimentt sub. 1., IL., II1, nez-1i glykosa a je tedy
mozno, Ze i maximum produkee toxinu nastava za
dobu daleko kratsi, nezli u bouillont glykosovych,
takZze my jsme vlastné zkouseli toxicitu na sestupné
fazi. BohuzZel, nedostatek zvirat nam zabranil pre-
svédéiti se o pravdivosti nasi domménky. Za posi-
tivni a moZno Ze prakticky vyznamny povazujeme
vysledek, ziskany p¥i soucasném wpouziti glykosy



i ascorbové kyseliny pro produkei toxinu, nebot
dvojnidsobné stoupnuti titru toxinnu,
vyrobeného jinak za duplmé stejnyeh
podminek, nelze vylozZiti ndhodou, ny-
br? skuted¢ndé vyznamnym puasobenim
kombinace: glykosa + ascorbova kyse-
lin a.

VI. Pro ukonéeni uvadime néktera méieni oxydo-
redukéniho potencialu pad, kteryeh jsme uZivali
v celé nasi praci a to jednak pFed inkubaci, jednak
béhem vzristu nékteryeh mikrobt, jako je bacillus
sporogenes, putrificus, atd. Urdeni se délo potentio-
metricky s nasycenou kalomelovou elektrodou za
pouziti elektrody zlaté i platinové. O posuzovani
vysledkt nami ziskanych jsme jiz predeslali v ¢asti
Gvodni. Rovné? pro medostatek mista neuvadime
vysledky v&echny, nybrz pouze nejdalezitéjsi. Me-
feni oxydoredukéniho potencialu naseho teleciho
bouillonu provedené 10. VIIL. 1937 pri temperature
25¢ C a Ph 7-5: |

a) bouillon bez redukénich latek — +0.020 volt
b) bouillon s glykosou — +0.018 volt
¢) bouillon s cysteinem — —0.090 volt
d) s ascorbovou kyselinou — —0095 volt

7 téchto vysledk® lze na prvni pohled vidéti vy-
- g0ké redukdéni schopnosti bouillonu s cysteinem a
s kyselinou ascorbovou, jejichZ hodnoty jsou pri-
blizné stejné. V dalSim pokuse jsme méfili tyz
bouillon, ale o 24 hodin pozdéji pri téZe temperature
a za podminek prakticky aerobnich.

a) +0-030 volt

b) + 0012 volt

e) = —030 volt

d) = —0056 volt.

7 tohoto p¥ikladu jest velmi hezky vidéti, jak
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spolehnouti na svoje ¢isla, mame dokonce pravo
usuzovati i podle méreni Eh potentiometrickou
cestou to, co se nam ukazalo jiz di¥ive v experimen-
tu, zZe totiz ascorbova kyselina jest po strance re-
. dukénich schopnosti prostfedkem jesté dokonalej-
S1im, nezli cystein a co . je hlavni, a vlastné neceka-
né, ze jeji redukdéni schopnosti za piistupu vzduchu
déle vytrvaji (viz adaje po 24 hodinach), nez-li u cy-
steinu.

Zavérem uvadime jediné méfreni z mnohyech, pro-
vedené na bacilu sporogenes, inkubovaném do na-
sich 4 béznych bouilloni:

a) obydejny,

b) s glykosoun,

¢) s cysteinem,

d) s ascorbovou kyselinou.

Pred inkubaci pii pH 74 a temperatuie 25° C
mély bouillony a) i b) hodrnoty plus v milivolteech,
¢) a d) mély kolem —0-140 voltt. Pridani 2 kapek
kultury a trihodinna inkubace pri 37° C stadily
k tomu, aby plus hodnoty u a) a b) bouillonu se
zménily na —0033 a —002. Hodnoty ¢) a d) se
proti hodnoté nenaoc¢kovaného houillonu téméi ne-
zmeénily. Po 25 hodinach inkubace ma bouillon a)
—0040, b) —0-045, ¢) —0265 a d) —0-200. P71 tom
v bouillonu a) a b) nejsou zadné makroskopicky vi-
ditelné znamky vzrastu, kdezto v bouillonu e¢) a
d) je mikrob velmi dobre vyrostly a v ¢) zvlasté
silné zapacha (viz v kapitole sub. ITl. zminku o
zvlastni affinité baecila sporogenes pro cystein).
Jak vidéti ovéruji nami mérené Eh hodnoty 1 kdyz
Jsme 8i védomi nepresnosti naseho mé¥eni, plné vy-
sledky ziskané experimenty in vitro o rovnocen-
nosti, ba dokonce jakési prevaze ascorbové kyse-
liny v u¢inku na vzrist anaerobd, za aerobnich
podminek.

Chemismus tohoto napadné pfiznivého ucéinku



39
- |

spolehnouti na svoje ¢isla, mame dokonce pravo
usuzovati i podle méreni Eh potentiometrickou
cestou to, co se nam ukazalo jiz di¥ive v experimen-
tu, zZe totiz ascorbova kyselina jest po strance re-
. dukénich schopnosti prostfedkem jesté dokonalej-
S1im, nezli cystein a co . je hlavni, a vlastné neceka-
né, ze jeji redukdéni schopnosti za piistupu vzduchu
déle vytrvaji (viz adaje po 24 hodinach), nez-li u cy-
steinu.

Zavérem uvadime jediné méfreni z mnohyech, pro-
vedené na bacilu sporogenes, inkubovaném do na-
sich 4 béznych bouilloni:

a) obydejny,

b) s glykosoun,

¢) s cysteinem,

d) s ascorbovou kyselinou.

Pred inkubaci pii pH 74 a temperatuie 25° C
mély bouillony a) i b) hodrnoty plus v milivolteech,
¢) a d) mély kolem —0-140 voltt. Pridani 2 kapek
kultury a trihodinna inkubace pri 37° C stadily
k tomu, aby plus hodnoty u a) a b) bouillonu se
zménily na —0033 a —002. Hodnoty ¢) a d) se
proti hodnoté nenaoc¢kovaného houillonu téméi ne-
zmeénily. Po 25 hodinach inkubace ma bouillon a)
—0040, b) —0-045, ¢) —0265 a d) —0-200. P71 tom
v bouillonu a) a b) nejsou zadné makroskopicky vi-
ditelné znamky vzrastu, kdezto v bouillonu e¢) a
d) je mikrob velmi dobre vyrostly a v ¢) zvlasté
silné zapacha (viz v kapitole sub. ITl. zminku o
zvlastni affinité baecila sporogenes pro cystein).
Jak vidéti ovéruji nami mérené Eh hodnoty 1 kdyz
Jsme 8i védomi nepresnosti naseho mé¥eni, plné vy-
sledky ziskané experimenty in vitro o rovnocen-
nosti, ba dokonce jakési prevaze ascorbové kyse-
liny v u¢inku na vzrist anaerobd, za aerobnich
podminek.

Chemismus tohoto napadné pfiznivého ucéinku



i)

aseorbové kyseliny na vzrist anaerobi, nam chybi.
Do jisté miry si ho predstavujeme tak, jako vy-
klada Frei pusobeni eysteinu, coz bylo citovano
v avodni dasti nasi prace. Odehylka podle maseho
nazoru by mohla spocivati v tom, Ze ascorbova ky- .
selina neni donatorem vodiku, nybrz Ze tim, Ze ma
tendenci méniti se za pristupu atmosférického ky-
sliku spontanné na svou reversibilné oxydovanou
formu, strhava p¥imo na sebe kyslik, violné difun-
dovany v kultivaéni ptd8 a tim snizuje vzristovou
latenci anaerobnich mikrobd na minimum. Je-li
tato domnénka pravdiva, pak by jeji ticinek byl
bezprostPedndjsi neili cysteinu, ktery svou oxydaci
se stava donatorem vodiku a teprve tento vodik
mé schopnost vazati kyslik, kdezto kyselina ascor-
bova je primym akceptorem kysliku, coz by vy-
svetlovalo jeji vétsi uspéehy na poli kultivace an-
aerobionti za aerobnich podminek, nezli jsme to-
mu zvykli u eysteinu. Oxydace ascorbové kyseliny
jest vak, jak zndmo, ddjem reversibilnim. Jeji ¢ast
se vraci zpét na redukovanou formu a mize byti
znova akeeptorem kysliku. Tim bychom si mohli
vysvétliti, prod redukéni uéinek ascorbové kyse-
liny trva déle nezli uginek cysteinu, jehoz oxydace
jest reakei naprosto jednosmérnon.

Piimo analogické pokusy o ascorbové kyseliné
jsme, jak jiz uvedeno, nikde nenasli. V posledni do-
bé veak byla publikovana dvésdéleni, a sice od Ar-
loinge, Morela a spolupracov., kteri vychazejice
z odlidnyeh klin. pozorovani, zjistili na experimen-
tech se zvitaty proti svému oSekavani, Ze vstiiko-
vani velikyeh davek derivata ascorbové kyseliny
zhorsovalo (byt i podle naSeho nazoru problemati-
cky) prubéh amaerobnich infekei u morcat a kra-
lika. V dalsipraci pak zjistili, Ze p¥idani sloucenin
ascorbové kyseliny ke kulturam vibrio septique
v glykosovém bouillonu za piisné anaerobnich
podminek zvySovalo fermentacni schopnosti tohoto
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mikroba. Pies to, Ze jejich experimenty jsou na-
prosto odlisné od nasich, muzZeme je snad alespon
Zéasti povaZovati za potvrzeni nasich nalezi.

Souhrnem miZeme tedy Fici, Ze

1. v levoto¢ivé ascorbové kyseliné byl nami na-
lezen novy prostiedek, ktery za poméru bliZe v pra-
¢i rozvedenyeh, umoinuje pomnozovani strikiné
anaerobnich mikrobu a to i nejeitlivéjdich za pod-
minek aerobnich.

9. Uéinek ascorbové kyseliny v tomto pouziti se
p¥i nejmensim rovna analogickému uéinku cystei-
nu, ¢asto jej vSak jesté predéi.

3. Podle nasich zkusSenosti naprosto nelze tvrditi,
Ze by ascorbova kyselina v nami uzivaném kvantu,
za neutralni, nebo lehce alkalické reakce poskozo-
vala vitalitu, nebo produkei toxinu u mikrobit
aerobnich. Je-li schopna tak ¢initi, muze to byti
pouze za podminek v pFrirodé se nevyskytujicich,.
t. j. v abnoralnd velikych davkach anebo pfi ne-
prirozené kyselé reakei.

4. Za bézné uzivanych podminek mema ascorbova
kyselina piiznivéjsi vliv na produkei toxinw u an-
serobnich mikrobd, neZ-1i ma p¥. dosud uZivana
olykosa. MuzZe vSak potencovati velmi napadnym
zpisobem toxieitu anaerobi, je-li pridana k bouil-
lonu soudasnd s glykosou. Nepochybujeme 1 tom, ze
vyuZiti obou téchto faktortt by moholo miti znacny
prakticky vyznam.,

5. Mérenim oxydoreduk¢éniho potencialu poten-
ciometrickou cestou byly zjis§tény pro bouillonoveé
pudy s ascorbovou kyselinou pFiblizné stejné nizke
minusové hodnoty, jako pfi méfeni phd s cystei-
nem. Redukéni udinek vitaminu C vsak vytrva dé-
le, takZe se pro praktické pouziti zda byti ascor-
bova kyselina vhodnéjsi ke kultivaei anaerobu,
nexli cystein. P¥i¢inou této dlouhodobé redukéni
schopnosti jest snad ¢asteéna reversibilita oxydac-
niho procesu.



6. Ascorbovou kyselinu jest moZno pouZiti ne-
Jenom jako samostatny prostfedek ke kultivaci
anaerobiont v tekutych padach, nybri i jako pii-
datné latky k jakymkoliv pidam ostatnim, zejmé-
na krevnim plotndm, éimz se znamenité zvysi je-
Jich schopnost pro kultivaei i nejeitlivéjsich, strikt-
né anaerobnich mikrobt tam, kde to byva nejobtiz-
néejsi, t. j. pri isolaci z materialu.

Ke konel jest mi milou-povinnosti podékovati
panu MUDru Janu Ilavskému za jeho udinnon
spoluprael. "

Résumé.

Un nouveau procédé de culture des anaerobies
strictes (par l'addition des substances chimiques
réductrieces, ajoutées au milieu de culture).

L’auteur discute d'abord 'infiuence du potentiel,
d’oxydoréduction (Ih et rH) sur le développement
des anaerobies strictes d’aprés les donnés de la
littérature se rapportant a cet objet. Il résume le
savoir contemporain sur les substances actives an
point de vue biochimique et sur celles, plus sim-
ples, qui mises dans le milieu nutritif, rendent pos-
sible le developpement des anaérobies strictes,
méme dans les conditions aerobies. Il explique le
chimisme de leur actionm.

A ces matieéres, il en joint une qui, d’aprés les

données bibliographiques n’a pas encore été uti-
lisée dans ce sens en bactériologie, a savoir ’acide
ascorbique. L’action de celui-ci consiste probable-
ment a extraire Poxygeéne diffus dans le milieu nu-
tritif par son changementspontané en sa forme oxy-
dée, et & abaisser le potentiel doxydoréduction du
milien jusqu'aux valeurs négatives, qui permettent
le développement des anaérobies a I'abri de l'air.
La quantité de 'acide recommendée par Pauteur
est de /2% pour les milieux liquides, de 1°%0 pour

8
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les milieux solides; en méme temps, le milieu est
légerement réalealinisé (Ph = 7-2—74). Les résul-
tats obtenus avec 'acide ascorbique sont au moins
égaux a ceux de la cystéine, souvent beaucoup plus
*favorables, Suivant les expériences, faites par 1'au-
teur, I'acide ascorbique mn’exerce, dans ces condi-
tions, aucune influence défavorable méme sur les
microbes aérobies (ce gui va contre 1’opinion géné-
ralement accéptes jesqu’'a présent). Mais 1l se mon-
tre moins favorable a la producton des toxines,
que la glycose, couramment employé aujourd'hui,
“bien que son action sur le développement des mi-
crobes dépasse d’un multiple celle de la glycose.
Toutefois, Pacide ascorbique joint au bounillon en
méme temps que la glucose augmente la production
des toximes d’une maniere bien frappante. L’utl
lisation des deux matiéres jointes pourrait étre
d'un usage pratique éminent. La détermination. des
potenciels d’oxydoréduction des milieux a l'acide
ascorbique par voie potentiométrigque a donné des
valeurs négatives a peu preés égales de la cystéine.
Mais 'action réductrice de ’acide ascorbique dans
les milieux est plus durable, ce qui semle la recom-
mender pour les cultures anaerobies de préference
a la cysteine. I’acide ascorbique peut étre utilisé
non seulement en tant que moyen indépendant
pour les cultures anaérobies dans les milieux li-
quides, mais aussi comme moyen supplémentaire
pour les plagues de gélose au sang, sur lesquelles
il est facile, en conséquence, de cultiver des micro-
bes anaérobies les plus sensibles en appliquant des
procédés d’une technique anaérobie quelconque.
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