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Dr. Frantisek Patocka Dr harel Sefrna:

Pi"ispévek k otézce vitality bakterielnich spor.

(Bakteriologické nalezy z intestindlniho obsahu lidskych mrtvol prirozené
mumifikovanych.)

Predneseno ve Spolku Zeskych lékari 25. listopadu 1940,

Jsme si dobfe védomi toho, Ze ma nase price pfi nejmensim dva ve-
liké nedostatky, které mohou byti pfedmétem odborné kritiky. Predevsim
bylo zpracovano méng materidlu, nezli naprosto exaktni védeck4 prace vy-
Zaduje. Bohuzel v8ak nebylo moZno jiZ v této dobé& prostudovati vice p¥i-
padl, nebot pfevazna vétdina mumii byla pfed pomérné nedivnou dobou
pohrbena a ze zbylych byl pouze zlomek tak ideilné zachovaly, aby mohl
byti vhodnyni objektem naseho studia.

Za druhé je nam zcela jasno, Ze jsme nepfinesli a ani nemohli pFinésti
exaktnich a zcela védeckych dikazi pro tvrzeni, které si troufadme vysloviti
jako souhrn této price. Presto v3ak povaZujeme- svoje nilezy za tak zaji-
mave, Ze si je troufame predloZiti odbornému posouzeni s prosbou, aby
Ctenar-odbornik sdm rozhodl, zda je naSe domnénka pouze pravdépodobna,
¢i se rovni témér Upiné jistoté.

Budou-li i jini autofi na jinych mistech, ale za podobnych okolnosti

miti prileZitost uciniti pozorovani analogickd s nasimi, pak bude jisto, Ze
se nami uvedené konkluse, vyplyvajici z fady pedlivé provedenych a nékoli-
krate opakovanych kultur, velmi blizi dedukcim, uéinénym na zakladé
exaktniho experimentu.

Je nasi milou povinnosti podékovati predeviim Méstske radé klatov-
ské za laskavost, se kterou nim udélila povoleni k otevfeni mumii, a d4le
vdétné vzpomenouti vzacné ochoty pii interwencich, které v na3 prospéch
u¢inil zemfely Dr. Kral. Za pfimou spolupraci dékujeme kolegovi MUDr.
Schauerovi a zejména primafi MUDr. Cechovi, ktery sekce mumii na misté
provadél. Bez obétavosti a spolupréce vSech t8chto kolegft by se nas projekt
nikdy nebyl! mohl uskuteéniti.

JiZ radu let pfed témito pokusy (systematiétdji asi od roku 1933)
jsme se theoreticky i prakticky zabyvali FeSenim otdzky, jak dlouho vydr#i
mikrobielni kultura na Zivu v umélych kultivaénich piidach, a to samozfejmé
pokud mozZno, aniz by se jejich vlastnosti pathogenni a ostatni biologicka
charakteristika hrubé&ji zménila. Bylo totiz nasim ukolem udrZovati po-
mérné rozsihlou sbirku mikrobielnich kmen@i a zkuSenost nis nauéila, Ze
rizné mikrobielni druhy musi byti rtzn& &asto preodkovavany, aby byly
vlibec uchovany na Zivu. Zejména ¢asto musely byti pfeoékovavany fragilni
kmeny streptokokkt:, pneumokokkii, Neisserii, Pfeifferova bacila, ale i né&-
které gramnegativni tyéinky, na pf. dysenterie typu Shiga-Kruse. Velmi
brzy jsme si také uvédomili, Ze kmeny &asto pFfeotkovavané jiz ddvno ne-
Jsou tim, ¢im byly pfi své isolaci. NepfihliZzeje k tomu, Ze asté preodkovi-
vani zvySuje mozZnost druhotné kontaminace a je samo o sobé& éasovéd ne-
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tsporné, dochazi pfi ném nutné ke zmé&n& mikrobielnich fizi, jich? resulti-
tem je u pathogennich druhfi mikroorganismf vZdycky antigenné& znehod-
‘nocend a nespecifickd R fdze. Tato vykazuje i jinak velké biologické od-
chylky od optiméini S nebo dokonce M faze, kterou jediné m4a smysl udrzo-
vati pro Ucely demonstracni, didaktické, prohloubené studium riiznych
bakterielnich vlastnosti, jakoZ i experimentalni reprodukeci urdité infekéni
choroby. Pathogenita R fdzi mikrobielnich kmen@i jest, jak znamo, znaéné
poklesla, nebo se rovnd nule a i mikroskopicky tvar a tvorba kolonii je
hluboce atypicka, casto téméF k nepoznani zménéna. Jakmile jsme si ové-
rili, Ze zména fazi je tim rychlejsi, ¢im Zastéisi je pfeoctkovavini na umélych
kultiva&nich ptiddch, patrali Jsme po methodég, kterou by bylo moZno kon-
servovati bakterie i bacily nejen bez zmenSeni jejich vitality, nybrz pokud
mozno i zachované v téZe fazi, v jaké byly z pathologickych produktfi iso-
lovany. Jedinym moZnym prostfedkem bylo nalézti takovy kultivacéni po-
stup, ktery by Casté otkovani uéinil zbytednym.

U bacil®, t. j. mikrobll vytvarejicich spory, z prirozenych dfivodi bylo
naSe poéinani nejuspésné&jsi. Tak jsme si na pi. zvykli svoji kolekei sporu-
lujicich anaerobiontti (&itala v té dob& kolem 60ti kmenfi) pfeotkovavati
v bouillonu s jatry, uzavieném silnou zdtkou ze Zluté vaseliny, pouze jednou
do roka. Po dobu 8mi let jsme neztratili ani jediny kmen a pfevaZng vétSina
z nich si zachovala svou typickou morfologii, tvofila charakteristické kolo-
nie a produkovala prokazatelns kvanta toxinu. Vyjimku ¢&inil jediné bacil
Frénkel-Welchiv (bac. perfringens), ktery na rozdil od jinych f)athoge-n-
nich anaerobiontfi tvofi jen vzdcn2 spory (zejména v umélych kultivaénich
padach), jenZ musel byti pFeotkevavan dvakrdte i vicekrite do roka. Po-
dotykdme, Ze mezi na§imi kmeny anaerobiontft se nachazely né&které velmi
citlivé, jako bacil. oedematiens, gigas, haemolyticus a nékteré typy bacila
botulina, ale ani ty nedirily vyjimky od svrchu uvedeného pravidla. V dobé
zcela posledni jsme byli nuceni uéiniti nedcbrovolny pokus, pFi némz jsme
meli pfileZitost preofkovati svoje sporulujici anaerobionty dokonce aZ po
trech letech. I tehdy vyrostlo vice nez 909 vech kmenf sice za delsi dobu,
ale stejné dobfe, jako drive.

Pro velikou vétSinu pathogennich aercbnich zirodka (zejména tydi-
nek) vystadime bez nesnizi s dvojim, maximdlné &tverym preotkovivinim
do roka, pouZijeme-li methody, kterd byla z &asti nami vypracovina:
mikrob, jenZ m4 byti konservovin, jest rozo¢kovan na §ikmém agaru oby-
¢ejném, serovém nebo krevnim podle svych poZadavkd a kultivovan pri
teploté 350 po dobu co moZno nejkratdi. Podle povahy kmene Ize nejlépe
doporu¢iti kultury pribliZzn& 18tihodinové. Pokud moZno nejvétsi kvantum
této kultury se naofkuje vpichovou jehlou do obyd&ejného nebo serového
agaru nalitého ve sloupci a znovu inkubuje v thermostatu, a to ne déle,
nezli 24 hodin, proto, aby wvzrostla vpichovd kultura obsahovala pokud
moZno jen zcela mladé a plné vitidlni bakterielni jedince. Povrch vpichové
kultury se zaleje asi na 1 cm vysoko parafinovym olejem. Dobfe zazatko-
vani zkumavka se zalepi pedetnim voskem a uchova na chladném a tem-
ném misté. Cetné Salmonelly a dokonce i n&které kmeny Bangova bacila



86

nam vydrZely pfi tomto konservalnim postupu i déle neZ rok bez pfreolko- -
vavani. PFi rozo¢kovavani takto starych kultur nelze ovsem hned preotko-
vati kli¢kou z vpichu na §ikmy agar, nybrZ je nutno pomnoziti nejdfive
velkou €ast vytrzené vpichové kultury v jatrovém bouillonu.

Citlivé kmeny streptokokkid a pneumokokk@ konservujeme s lispéchem
po zna¢né dlouhou dobu bud ve zvifecich orgdnech, poloZenych na vrstvé
agaru, prelitych bouillonem a uzavfenych vaselinovou zitkou, nebo suspen-
dovanych v serové gelatingé, stejné uzavtené. Kultury konservované ohéma
poslednimi methodami je bezpodmineéné& nutno chovati stdle v lednici.

Jednim z nejtéZSich problémi je udrzovani kmenti pathogennich Neis-
serii a Pfeifferova bacila. Dobfe se nim osvédd&ila methoda Dujarrica de la
Riviére, to jest kultivace na povrchu ve sloupci nalitého jatrového agaru
s nasledovhym pobytem v teplém thermostatu. Kmeny meningokokka vy-
drZely ve velmi hodnotné fazi 3—4 nedéle bez jakékoliv zmény svych anti-
gennich vlastnosti. (Roux.)

Dobfe zarizené laboratofe svétovych ustavih rozreélly, jak se zd4,
otdzku bakterielnich kultur doposud nejdokonalej§im zphsobem, a to tak,
Ze mladé a virulentni kultury nejriznejSich mikrobh jsou v hustych suspen-
sich v kapilardch vysuSeny ve vysokém vakuu a souCasné zmrazeny pii
temperatuife —6 a% —10 stupiifi. Vysusené a soucasné zmrazené kmeny gono-
kokka, meningokokka, Pfeifferova bacila, Bordetova bacila, pathogennich
pneumokokk a jinych citlivych mikroorganismfi byly i po dob& 11ti let
nalezeny zcela Zivé, se zachovanymi antigennimi vlastnostmi a s ptivodni
pathogenitou, bez jakychkoliv stop disociace. Lze se tedy priavem domnivati,
Ze by timto zpUsobem mohla byti konservovina vétSina bakterii po prak-
ticky nedohlednou ¥adu let. Tato idedlni konservadni methoda m4 jedinou
chybu: vyZaduje aparatury, kterd je pfristupna pouze milo 1aborafof'im‘
(Swift, Elser, Thomas) a zejména podminka, Ze dokonale vysusené a zmra-
zené kultury musi byti stdle chovany pfi temperature alespoii —6ti stupii,
je vétSiné ustavih tézko dodrzitelna.

Ideslni konservaéni podminky, jak shora vyliteny, samoziejmé nejsou
ddny v pFirodé a proto u nesporulujicich mikrobt studium jejich Zivota-
schopnosti za podminek, danych samou pfirodou, nardZi na nepfekonatelné
obtiZe, nebot’ faktory, které ovliviiuji jejich vyvoj a pomnoZovani, jsou
nespoéetné. | ,

Pro mikrobielni spory, jakoZtc klidova stadia bakterielniho organismu
jsou i v samé pfirodé (na piiklad u mikrobt telurickych v ptdé) dany po-
méry celkem tak jednoduché, Ze je lze laboratornim pokusem pomé&rné
snadno nfapodobiti_. Proto o délce Zivota spor, chovanych v laboratofri za pod-
minek bliZicich sé nejjednodussim pomértm v piirods, t. j. p¥i mirn& koli-
sajici temperature pokojové, suchu a v temnu, jakoZ i o chovani se vegeta-
tivnich forem bakterielnich z téchto spor opét vzkriSenych, mame fadu
pomeérné exaktnich pokusil.

K experimentim toho druhu se obvykle uZivaji spory antraxové, za-
schlé na hedvabnych vlaknech, jeZ jsou chovany v teplotich kolisajicich
zhruba mezi 5—20° nad nulou, které pak kdykoliv po mnohaletém stavu
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absolutniho klidu mohou byti probuzeny k novému Zivotu. K vykli¢eni se
spory pfinuti tim, Ze se prenesou za vy3&i teploty na obvyklé kultivaéni pady;
tim se vyvold vzrist vegetativni formy mikrobielni z rtzné staré spory,
ktera se pritom rozpada.

Podminky, za nich% jsou spory k experimentlm toho druhu v labora-

- tofi drZeny, se jak vidno ani z dalleka'nepf'ibliiuji onomu shora uvedenému

idedlu konservace pathogennich bakterii vysuSenim ve vysokém vakuu pii
st4lé temperatuie hluboko pod 00, ale piesto se ukézalo, Ze v nejranéjsim
pokuse, ktery kdy byl za éry vé&decké bakteriologie realisovdn, mohly byti
bakterielni spory vzkiiSeny k Zivotw po dobé& delsi neZli 30 let.

Je to samoziejmé doba, kterd nds, a¢ dosti dlouha, neuspokojuje. Jiti
léty podstatné dale bohuZel nelze z toho jednoduchého diivodu, Ze i kdyby
prvni pokus tohoto druhu zaloZil objevitel spor mikrobielnich Robert Koch,
(ktery je pravdépodobné také prvni Clovek, jenZ mohl podobny pokus pod-
niknouti) a uéinil by tak v zadétcich své v&decké kariéry, tu by dnes ten
z jeho nasledovnikl, kterému by se snad Kochovy spory podafilo oZivit, mohl
Fici pouze tolik, Ze spory ve svém latentnim Zivoté vydrZi kolem 60ti let.

Zd4a se tedy, Ze je naprosto nemoZno experimentalni cestou prokéazati
alespoh jedno stoleti Zivotaschopnosti spor; pfesto v3ak myslime, Ze se nam
v této praci podfailo ukizati zphsob, jakym by bylo moZno tohoto zddnlivé
nemozného dosici. |

K vili uplnosti upozoriujeme na celkem zndmé zpravy, které obcas
prosko¢i v dennim nebo odborném tisku a podle nichZ byly nalezeny Zivé
bakterielni spory v prastarych horninich, meteorech a zkamenélinach pred-
vékych Zivocichfi. StaFi téchto spor by muselo byti pak odhadnuto na velmi
dlouha tisicileti, V3echny tyto nalezy v3ak maji jeden spoleény nedostatek:
Pokud je nadm znamo, byl vZdy v téchto pfipadech vypé&stovan ndktery
z ubikviternich aerobnich, sporulujicich mikrobf, jako jsou riizné cdrady
bacila mesenterica nebo subtilise, Samoziejmé pak nikdo nemohl s uréitosti
dokdzati, zda se tyto organismy do uvedeného materidlu nedostaly druhotng
2z okolni pldy, nebo i z prachu mistnosti, kde na pf. tyto nerosty byly roz-
bijeny.

Nahodou se stalo, Ze jeden z nas pri&el o dovolené do staroslavného
mésta Klatov a jeho pozornost upoutaly, jako jisté kazdého 1ékafe, proslulé
mumije v jesuitskych katakombach. Zevrubnou prohlidkou mumii a z ust-
niho podani se mohl poté bezpeliné presvédéiti, Ze ve vSech pripAdech b&i

~ skute¢né o prirozenou mumifikaci a nikoliv o balsamaci. Prohlidka téchto
‘namnoze vzicné zachovalych tél lidskych, z nichZ nejstarsi bylo pohibeno
do katakomb pfed 250ti lety a nejmladsi pfed 150ti lety, musela témér samo-
ziejmé& u bakteriologa vyvolati tivahu o tom, co se asi stalo s anaerobni
».. intestinalni florou, ktera, jak znamo, je pramenem putrefakénich procesii

" kaZdého lidského i zvifeciho organismu, za tak dlouhou dobu. UvézZime-li,

~ jak je hniloba mrtvého téla za normalnich pomérQt mohutny a nezadrZitelny
proces, nezbyvi, neZ Zasnouti nad tim, Ze mutZe byti za uréitych okolnosti
zaraZen pomérné nevinnymi faktory, umoziujicimi prirozenou mumifikaci,

' @ 0 nichZ se domnivame, %e je znidme. Tito zndmi mumifikaéni ¢initele jsou:

el 3
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1. Absolutni nedostatek vihkosti (bez vlhkosti neni mnoZeni mikro-
bielniho, jak bylo davno prokazano Fadou elementarnich bakteriologickych
praci). Tento faktor byl, bohuZel, nedivno v klatovskych katakombéch
znaéné& porusen,

2. Stala nizka temperatura vzduchu, kolisajici v nepatrnych mezich,
kterd byla nimi naméfena v Klatovech, mezi 4—8" C nad nulou. Tato te-
plota, jak jsme se i experimentidlné piresvédéili, naprosto nestadi k tomu,
aby spory strevnich anaerobiontfi mohly vykliciti ve vegetativni formu a
tyto vegetativni formy aby se mohly pomnozovati a rozvijeti svou charakte-
ristickou latkovou vymeénu, coZ jest aelmi komplexni konglomerit d&ja
proteolytickych, sacharolytickych a lipolytickych, jez shrnu;eme pod na-
zvem anaerokni hniloby.

Tretim, mumifikaci usnadhujicim faktorem jest lehké proudéni su-
chého a chladného vzduchu, jeZ jé realisovano pravé specielni stavbou vét-
Siny katakomb, které rychiému vysudeni mrtvoly vydatné napomihaA.

Podle nasich predstav vypada osud putridnich anaerobionti ve vychla-
dajici mrtvole, uloZené do prostfedi vhodného pre¢ pfirozenou mumifikaci,
asi takto: pokud temperatura uvnité mrtvoly nepoklesne konstantné pod
100 C, je pravdépodobno, Ze se mikroby jesté nékolikrate pommoZi a pokusi
o své ni¢ivé dilo. Po dobg, kterou je téZko odhadnouti a ktera mitZe trvati
nékolik dni, ale snad i nékolik tydn (nebot mneni vyloudeno, %e se tempe-
ratura uvnit¥ stfeva udrzZuje jest& kratkou dobu na zhruba postadujici vysi
samotnymi exothermickymi mikrobielnimi procesy) se pozvolna vzdavaji
z nedostatku piiznivych Zivotnich podminek svého Ukolu. Konedné&, donu-
ceny poméry v okoli, se uchyluji postupné a pokud jsou toho schopny do
klidového, ale resistentniho stadia spor.

Zastava otevienou otdzkou, po jak dlouhé dob& odumiraji i tyto spory
stfevnich anaerobiontfi. Theoreticky je v podstaté moZno poditati s dvoji
- moZnosti. Bud' je intestindlni obsah mumii po velmi dlouhé dob& prakticky
zcela prost spor putridni stfevni flory endogenniho plivodu, anebo by tam
bylo moZno nalézti anaerobni spory jesté Zivé.

Kdyby byl nalezen druhy pripad a podafilo se s pravdépodobnosti pro-
kézati, Ze tyto Zivé spory patii k plvodni intestinilni flofe a Ze se tam
nedostaly druhotné ze zevng&jska, byl by poddn zna&né& pravdépodobny da-
kaz, Ze bakterielni spory za relativné priznivych, ale i v samotné pFirode
realisovat'élnjrch podminek mohou vydrZeti na Zivu nejméné 150, piipadné
aZ 250 let. Tato doba je, jak jsme si uvédomili, pFibliZné trojnasobek doby,
po kterou trvs védeckd bakteriologie, kterd by podobny dfkaz, ale exakt-
néjsi, mohla podati experimentilni cestou.

Nas pracovni postup byl nasledujici. PFedev3im jsme prohlédli vSechny
zbylé mumie, které nebyly vystaveny ve sklenénych vitrinidch a jez nam
bylo dovoleno otevfiti. Z nich byly pouze tfi tak zachovalé, Ze se zdaly byti
vhodnymi pro bakteriologicky rozbor. VSechny byly muZského pohlavi,
zv145té neporuSenou byla tfeti mumie, veliky, silny mu%, za Zivota patrnd
znaéné tlusty, o némz mame podle sekéniho nalezu za velmi pravdépodobné,
Ze trpél velkou skrotélni hernii, jejiz inkarcerace asi byla p¥iinou smrti.
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Pitva bfiSnich dutin byla vykonina primaifem Dr. Cechem pfimo v kata-
' kombéch, tedy za podminek velmi tézkych, pfi CemzZ staré rakve slouZily
za Ppitevni sttl. Acékoliv pracovano za pomérfi velmi primitivnich, snaZili
jsme se zachovati co nejvétsi Eistotu, abychom do vlastnich Utrob nezanesli
prach nebo hlinu z okoli. _

Klize na briSe byla pfed preparaci pecClivé otfena a polita koncentro-
vanou jodovou tinkturou. Otvirani bFisni dutiny se délo pedlivé odisténymi
sekénimi instrumenty, preparace uvnitf bricha a hlavné odnéti Zddouciho
materidlu, to jest stolice ze zbytkh stfev, se d&lo néstroji, které jsme si
petlivé vysterilisované a ve sterilnich nadobéach pfivezli s sebou.

KtiZze na briSe a bfisni svaly upominaly pfi zevrubné&jSim ohledani na
velmi tuhy a nepoddajny pergamen, ponékud zvétralého povrchu. Makro-
skopicky nebylo lze na této vrstvé rozeznati, kde konc¢i kiize a kde zaéind
svalova vrstva. TéZkym problémem bylo s jistotou rozeznati stieva uvnit#
b#i&ni dutiny. Tato byla toti% ve v3ech pripadech vypin&na jemnymi blani-.
tymi Gtvary, podobnymi barvou i konsistenci papirové hmoté, z niz je vy-
stavéno vosi hnizdo. Brzy se ukézalo, Ze je téméf nemoZno postupnou pre-
paraci rozeznati, co z nich je parietilni peritoneum a co omentum, pfipadné
stfevni klicka. Teprve po delS$im patrdani jsme nabyli dojmu, Ze nékteré
Z t&chto blanitych atvarii jakoby obklopovaly souvisly Stérbinovity prostor,
ve kterém se nachdzela v pomérné malém mnoZstvi prasSkovita hmota,
temné hnédavé barvy, upominajici ¢dstecné na {fervotocinu. Tato zdhadna
praskovitd hmota byla prosta jakéhokoliv nepfijemného zipachu; vybirali
jsme ji sterilnimi instrumenty jednak do sterilnich zkumavek k pozdéjsimu
zpracovani, jednak v kvantu asi deseti klidek p¥imo do tekutych kultivaé-
nich ptd. Do kultiva¢nich p&d naotkovano pomérné znacné mnozstvi tohoto
materidlu proto, Ze jsme poéitali s mozZnosti, Ze spory anaerobni flory, bu-
dou-1li viibec jest& na Zivu, budou alesponl ve svém mnoZstvi znac¢né zredu-
kovany.

K aerobni kultivaci na misté samém pouZito stokubikovych Krlen-
mayerek s obyejnym bouillonem, k anaerobni specielniho bouillonu s jatry
ve zvldst velkych zkumavkach.

U prvych dvou mumii jsme byli skutedné na rozpacich, zdali to, co
odebirame a kultivujeme, jest skutednou stolici, ¢i zda se snad nejedna
a zaschlou krev z lumen néjaké velké cévy. RozFeSeni pfinesla nahoda.
- U treti a nejzachovalejsi z mumii byla, jak jiZ shora podotknuto, zjisténa
- hernie, jeZ pravdépodobné inkarceraci vedla k smrti. Inkarcera¢ni kruh této
hernie byl pomérné dobie viditelny a od ného vedla zachovald stfevni klicka,
zfejmé rozSifend a husté naplnénid timtéz obsahem, ktery jsme jiZ dfive
povaZovali za stolici.

- Dalsi laboratorni zpracovani praskovité prastolice, kterou jsme si ve
~ sterilnich zkumavkich pfinesli s sebou, jeité potvrdilo naSi predbéZnou
diagnosu. Amorfni hnédy prach ze stfevniho lumen mumii, rozetien s men-
8im kvantem fysiologického roztoku, rozpustil se velmi snadno na fidce
kaZovitou substanci, naprosto charakteristické hnédavé barvy, kterd nepfi- |
-poustéla nejmendi pochybnosti o tom, Ze Slo skutefné o prastary stfevni
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obsah. Ani tato-kaSovitd stolice mumii nezapachala, nybrZz naopak méla
zvlastni t&Zkou aromatickou vimni, jak byvd nékdy naznadena u starych
pamatkovych pfedmétd z kiiZze nebo jinych organickych latek. Takto ziskany
materidl byl jednak naoékovan na vSechny bézné kultivaéni ptdy za pod-
minek aerobnich i anaerobnich, jednak z ného zhotoveny preparaty barvene
Grammovou methodou, na acidoresistenci a podle Moellera na pritomnost
bakterielnich spor. |

Preparaty barvené podle Ziehl-Nielsena a Moellera neukézaly nic po-
zoruhodného. Veliké a dodnes nevysvétlené prekvapeni nim vs§ak poskytly

GChbr. 1. Mikrofofo A. Jiruska. Obr. 2.

nitéry barvené methodou Grammovou (viz obr. 1). Mezi amorfni masou
prastarého stfevniho obsahu bylo 1ze vidéti sice Fidce roztrousené, ale dobfe
barvitelné grampositivni §tihlé ty¢inky, nesporné anaercbniho ptvodu. Na
prvy pohled upominal tento preparit na analogicky obraz z kojenecké sto-
lice 's bacilem bifidem. (obr. 2), ovSem v naSem pripadé jen spofe pritom-
nym. Do dneSniho dne nam neni jasno, emu ony Kkrasné ‘zachovalé gram-
positivni ty¢inky odpovidaji. Podle viech zndmek povaZujeme za nejpravde-
podobnéjsi, Ze jsou to ndhodou mimofidné konservované vegetativni formy
bacila tertia, jenZ uZ byl — jak bude dale sd&leno -—- ze vSech mrtvol vy-
péstovan v pomérné nejvétSim mnozZstvi.

Nejvétsi a zcela nefekané prekvapeni nam prinesly aerobni kultivace
ze stfevniho obsahu mumii. Jak je nasnadé, predstavovali jsme si, Ze zpuch-
felé utroby budou plny phdnich, éi vzdusSnych saprofytickych zarodkd, spo-
rulujicich i nesporulujicich, jeZ se tam dostaly z nejbliZ§iho okoli. Nic tako-
vého nemohlo byti prokdzano. Pergamenové seschly povrch bficha a vosti-
‘novité Gtroby uvnitf se ukdzaly byti méné propustnymi, neZ se ndm na prvy
-pohled zdalo. Zpracovan;’r materidl, rozetfeny na povrchu nejriizné€jsich ptd
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za aerobmich podminek (oby&ejny agar, serovy agar, krevni agar, Sabourau-
dtiv agar, glycerinovy agar, jakoZ i Zloutkové phdy) neprokizal po dobu
Sesti dnft pFi temperatufe 350 i 220 vzrst Zadnych mikrobdi, ani plisni.
Dokonce i vétsina zkumavek i Erlenmayerek s naoCkovanymi bouillony za
nejriznéjsich pfisad zlistaly sterilnimi. Na nékterych plotnich se asi Sestého
dne objevily zcela ojedinélé kolonie vzduSnych sarcin a mikrobd, které se
tam nejpravdépodobnéji dostaly z ovzdu3i laboratofe pfi zpracoviaviani ma-
teridlu, nebo jedté spiSe pfi kaZdodennim otevirdni a prohliZeni ploten. Tento
‘nélez je totiZ pravidlem p#i dlouhé kultivaéni dobé ve vSech laboratorich,
at se pracuje sebe Cistéji.

Obr. 3. Mikrofoto A. Jiruska. QObr. 4.

Ve dvou zkumavkach jsme vypéstovali jediny sporulujici zarodek
aerobni, bacila mesenterica, jehoZ spory mohly byti v nepatrném kvantu
ve stfevech mumie skuteéné pFritomny. JelikoZ jde o mikroba zcela ubikvi-
terniho, jenZz je velmi éasto pfitomen v prachu z lidského okoli, v phde,
v méné ¢istych vodach, na potravindch, ba i na samém povrchu lidského
téla, zdrzujeme se jakéhokoliv Geudku o jeho stari. PopiSeme pouze pozoru-
hodny zjev pri jeho verfistu, ktery rozhodné neni banalni a pro né€jz mame
samozfejmeé pouze hypotetické vysvétleni. Bacilus mesentericus je nejenom
bacilem aerobnim, ale téméf aerofilnim, jeho kolonie se za vhodnych pod-
minek premé&nuji dosti rychle v povlak, jimZ je povlékadn povrch kultivac-
nich ptid. Mesentericus ze stfevniho obsahu mumii byl rovnéz rozotkovan
na povrchu agarové plotny, ale nerozrostl se po ni normaln&, jak by se
¢ekalo, nybrz si naSel lzkou skulinku pfi okraji Petriho misky, vnikl pod
vrstvu kultivadni pdy a rozristal se mezi ni a sklem. Plisobilo to na nas
dojmem, Ze se snaZi pokud jen moZno utéci od vzduSného kysliku, jemuZz si
snad odvykl (pochdzel-li skutetné z plivodni flory intestina mumie) za sto-
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letého pobytu pfi nizkém redukénim potencidlu — to jest vlastné za anae-
robnich podminek. Podobnou mikroaerofilii u primokultur aerobnich patho-
gennich zarodkfi, pritomnych delsi dobu uvnitf lidského téla, vidame
relativné dosti ¢asto. Viechny tyto zarodky pr¥i jejich isolaci, na pf. z haemo-
kultury, musi byti vypéstovany v prvé generaci v prostfedi anaerobnim
a teprve v dalélcn pasazich se vrati ke svym normalnim biologickym schop-
nostem.

Vytézky aerobni kultivace byly vzdy stejn& chudé i kdyZ jsme je né-
kolikriate opakovali s materidlem, odebranym do sterilni zkumavky. Rada
kultur zaloZepa ihned po navratu, ale opakovana i po roce pobytu seschlé
stolice mumii v lednici.

Prakticky témér negativni vysledky pfimych i pomnoZovacich method
Za aerobnich podminek nam dokézaly s velikou pravdépodobnosti, Ze stfevni
obsah mumii nemohl byti b&hem posledni doby nijak podstatné zne&istén
z okoli. Kdyby tomu tak bylo, musel by nezbyiné obsahovati velké mnoZstvi
spor vSemoZnych druhti aerobnich bacilti, nebot jsme je v dodateénych po-
kusech dokazali v hojném podtu v prachu z rakvi i v phdé, na niZ tyto
spodivaly.

Tim vice jsme tedy soustfedili pozornost na vysledky anaerobni kulti-
vace, nebot jsme usuzovali, Ze bude-li positivni a prokazZe-li nam anaeroby
charakteristické pro lidské stfevo, budeme moci tyto povaZovati skuteéné& za
- zbytky plvodni stievni flory mumii, jeZ se z vegetativnich forem, pokud
toho byla schopna, uchylila do klidového stadia spor.

Anaerobni vzrist byl ve vSech pripadech, t. j. i tam, kde bylo naoc¢ko-
vano velké mnoZstvi stolice, velmi pomaly. Zdfiraziiujeme, Ze ve vSech p¥i-
padech bylo pro zlepSeni anaerobnich podminek pouZito prevrstveni jatro-
vych bouiliont sterilnim parafinovym olejem nebo vaselinou; pokud byl ma-
terial v laboratofi znovu ofkovéan, pouZito derstvé prevarenych bouillond
a v nékterych pripadech pro sniZeni oxydoredukéniho potencidlu pfidano
k bouillonu 4%, 1-cysteinu nebo 1l-askorbové kyseliny.

Tvorbu drobnych bublinek plynu, nebo sotva viditelny zakal stoupajici
ode dna, Jakozto Prve znimky anaerobniho vzristu, jsme v Zadném piipadé
nepozorovali dfive, neéz po 5-dennim pobytu v thermostatu. Ale i toto bylo
1ze pozorovati jen v té ¢asti zkumavek s bouillonem, do kterych vhozeno
nejvétsii mnozZstvi stolice.

Zkumavky, oCkované menSim kvanbm materidlu, pocdaly oZivovati
anaerobnim vzrfistem také aZ po 10--14 ba i 18 dnech. I po této dobé byl
viak daldi vzriist a pomnoZovani napadné pomalé, takZe rozoc¢kovavani na
Fortnerovy plotny mohlo byti provedeno ve vétSin&€ pripadti aZz za nékolik
nedél, nejdiive pak za 10 dni.

Tak pomaly vzrist mOZe byti vyvolan dvéma faktory: piedeviim je
nespornym svédectvim o tom, Ze se Zivych anaerobnich spor nachazi ve vy-
SetFrovaném substritu velmi malé mnoZstvi, Za druhé vymiuvné ukazuje, Ze
jsou spory ve stavu velmi pokleslé vitality pravdépodobné tim, Ze jim ne- '
byla ddna piili§ dlouhou dobu moZnost prejiti ve svou vegetativni fazi, ¢ili
#e jde skutedn& o spory velmi staré.
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Vzpomenime na tomto misté znamych pokusit se sporami bacila botu-
lina, jejichZ vitalita byla zmenSena jinym Skodlivym ¢initelem neZli je star-
nuti, na pr. sterilisatnim procesem. Je-li nedokonalou sterilisaci usmrceno
pribliZzné 99¢; vsech spor, tu zbyvajici 19, té&ch nejresistentnéjsich je tak
poskozeno ve své kli¢ivosti, Ze potrebuji i doby nékolika mésich, aby vzrost-
ly ve vegetativni formy. Sami jsme zaZili pri preockovavani ¢itlivého kmene
b. botulina typu D zajimavy zjev; kdyZ nahodou nebyl pfeolkovavin 4 roky,
vyrostl zfetelné v optiméalné vyzivné padé az po dobé delSi jednoho tydne.
Byl-li preod¢kovavan kaZdoroéné, jako za normaélnich poméri vétsina nasich
anaerobiontii, rostl zfetelné jiZ za 48 hodin.

K isolaci anaerobnich mikrobli z vyrostlych kultur bouillonovych jsme
pouZili obvyklé Fortnerovy techniky, preoékovdvanim na plotny s 109
krali¢i krve. Vedle nich, jakoZto substrat zvl4sté citlivy, jsme oékovali plot-
ny se stejnym mnoZstvim krve, ale s pfidanim 1% aZ 1%, cysteinu nebo
askorbové kyseliiny podle nasi methody, abychom méli jistotu, Ze jsme za-
chytili i druhy na kyslik nejcitlivéjsi. Is6lovati ze smési sporulujicich anaero-
biontQ jednotlivé druhy tak, abychom je ziskali v naprosto Cisté kultufe, je
prace velmi obtiZzna a dlouho trvajici, jak je znimo kaZdému, kdo se delsi
dobu obiral studiem anaerobnich mikrobfi. Je je$t&€ mnohem obtiZné&jsi, kdyz
néktery ze smési anaerobiontli vyrhstid v souvislych povlacich, které pak
v sobé pohlcuji i vegetativni formy mikrobti s nim sdruZenych. Proto neni
divu, Ze naSe prdace trvala fadu mésich a %e o nékterych z isolovanych
kment®i mikrobielnich m@Zeme Fici jenom s velikou pravdépodobnosti, Ze jsou
distymi kulturami. |

I

Ve vSech trfech mumiich a ve zietelné nejvét$im mnoZstvi byl prito-
men mikrob, kterého jsme identifikovali s uréitosti jako bacilustertius
(Henry). Na Fortnerovych plotniach vyrfistal ve stfedné velikych kolo-
niich bez hemolysy, z nichZ nejmensi asi po t¥idennim rastu na Fortnerové
plotné byly velikosti dobfe vyrostlého enterokokka, nejvétsi asi dvoudenni
- kultury bakteria coli. Nékteré kolonie byly ovalné, jiné podlouhlej$iho tvaru,
.« vétsinou meékce nepravidelnych, polygonalnich kontur, bez jakychkoliv vy-
bézkti. Barvy byly svétle Sedivé, ale dosti neprithledns, tak jakoby nizounké
.- a nepravidelné kapénky ziFed&ného mléka byly rozsttiknuty po povrchu Fort-
nerovy plotny. PFi postrannim osvétleni mély nékteré kolonie lehce nafialo-
. .vély odstin. Zejména u vétSich a podlouhlejdich kolonii bylo moZno pozoro-
~ vati charakteristicky zdvi%ené a hutn&jsi centrum, zfetelnd se odlidujici od
prisvitnéjsi a jemnéjsi periferni zony.

4 V bouillonu s jatry (bez jakychkoliv jinych prisad) vyristala Cista kul-

-tura tohoto mikroba jiz za 24 hodin, vytvafela dosti znaéné mnozstvi plynu

- a pomérné mohutny zakal, ktery za dalsich 48 :nodm se Castedné vyjasnil
© za tvorby sedimentu.

Gelatina s jatry: vzrGst velmi dobry, ani po delSi dobé nedochazelo
k proteolyse.

Miéko s jatry: vzrist za tvorby plynu jiz po 24 hodindch, do tydne aZ
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10 dni dokonalé vysréieni mléka s dodatednym zmenSenim objemu koa-
gulovaného kaseinového sloupce.

Sacharolytickd schopnost tohoto mikroba zkouSena na vSech b&Znych
uhlohydratech a to ve zvlastnim bouillonu beze stop cukru s koagulovanym
vajeénym bilkem, \pfi &em¥ anaerobiosy bylo specielnd v t&chto zkouskdch
docileno vyssét:im vzduchu vakuovou pumpou. Zjisténo, Ze mikrob zkvaSoval
~ velmi dobfe béZné cukry jako glukosu laktosu, levulosu, sacharosu, maltosu,
dale manitol a eskulin.

Mikroskopicky obraz: Dvou- aZ tfidenni kolonie tohoto mikroba na
Fortnerové plotné sestdvaly pii Grammové barvici methodé ze Stihdych,
pomérné dosti dlouhych, grampositivnich a% gramlabilnich ty¢inek s presné
termindInimi, dlouhymi a ovalnymi sporami. N&které spory byly tak velké,
e se délkou rovnaly tfeting aZ poloviné délky mikrobielniho téla (obr.3).

V mikrokulturdch podle Fortnera se bacil ukdzal byti pohyblivym.

- Injekce jakkoliv velkého kvanta bouillonovych kultur naSeho mikroba
nevyvoldla u b&%nych laboratornich zvifat Z4dnych pathologickych symptoma.

Soubor téchto vlastnosti svédéil téméf s jistotou pro bacila tertia
(Henry), kterému Zeissler ve svych diivéjSich popisech fikal také bacilus
amylobakter. Podle nové&jSich rozbortt (Weinberg) je nutno bacila tertia
striktné oddgliti od skupiny amylobakteri. O bacilu tertiovi je znamo, Ze
jest tietim z nejdastéjsich sporulujicich anaerobionti v anierobnich trauma-
tosdch a po bacilu plynové flegmony jednim z nejéasté&jSich tellurickych
anaerobionti viibec. Je nutno ho poéitati mezi naprosto pravidelné obyvatele
lidského stfeva. Zejména dobie se da zjistiti jeho pfitomnost ve stfevé dét-
ském, Bacilus tertius prdvem nebyva poditdn za mikroba striktné anaerob-
niho, nybrz mikroaerofilniho. Zbyvalo tedy k jeho naprosto pfesnému zjisténi
prokazatl také schopnost vzristu za aerobnich podminek. .

Plotny s lidskou a zvireci krvi naolkované za aerobnich pod-
minek &stou kulturou svrchu popsaného mikroba zhstaly 24 hodin na prvy.
pohled sterilni, po 48 hodindch a jeSté lépe po 3 dnech na nich vyrostly
drobné, prihledné kolonie podobné streptokokkovym, ale bez jakékoliv
zmény krevniho pigmentu. Mikroskospicky tyto kolonie sestivaly ze Stih-
lych, gramlabilnich tyd¢inek, na jejichZ konci se vS8ak nikdy spory nevytvo-
Fily. Tim byla mikroaerofilie a také diagnosa tohoto mikroba s naprostou
uréitosti potyrzena.

Pritomnost bacila tertia ve stfevnim obsahu v3ech mumii, jakoZto jed-
noho z nejéast&jdich sporulujicich anaerobiontf se zna¢né resistentnimi spo-
rami, je snadno pochopitelnd. Priavé proto, Ze je jeho spor ve stfevé rela-
tivng veliké mnoZstvi, maji nejodoln&jsi z nich moZnost zfistati na Zivu i po
tak dlouhé dobé, ‘jako byla v naSem pripad& V jediném se odliSovaly nase
kmeny bacila tertia od popistt béZné uvadénych. Podle téchto ma bacilus
tertius koagulovati mléko bouflivé a to jiZ po dobé nékolika hodin. V nasich
pokusech vSak dochdzelo ke sriZeni kaseinu nejdfive po dobé jednoho tydne.
Zmengeni této vyznalné biologické schopnosti ‘naSich kmend je nasnadé
U minus-varianty mikroba, ktery byl nucen pfili§ dlouhou dobu vegetovatf
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ve stadiu spor. Soudime, Ze pravé tato odchylka svédéi s velikou pravdé-
podobnosti pro to, Ze jde o staré kmeny z piivodniho st¥evniho obsahu
murmie,

II.

Druhym co do kvanta byl ve stfevnim obsahu mikrob, ktery se na-
chazel rovnéZ u vsech tfi vySetfovanych pfipadt. Podle tvaru kolonii, za-
chycenych na Fortnerové plotn€, jsme ho povaZovali za bacilus putrificus
tennuis Zeissler (bacilus bifermentans Tissier et Martelly). Pokud viibec
rostl v uzavfenych koloniich, byly tyto slab& praisvitné a lehce naSedié
barvy, nékteré mély mohutné&jsi centrum a v3echny byly obklopeny nepravi-
delnymi, zietelné dvojité konturovanymi a ostre ukonéenymi vybézky. Toto
ostré ukonceni silnych a neptili§ toéivych vybézkd povaZujeme za dosti pod-
statnou diferencidlné diagnostickou kultivaéni zndmku tohoto bacila, na
rozdil od arabeskovité se vinoucich, mnohondsobné zatodenych a nékdy pra-
mentm vlasi podobnych vybdzkfi bacila oedematiense, nebo dokonce od
jednoduchych a vlasovité jemnych paprskd, které jsou vysilany z povlaku
bacila tetanu, & maligniho oedemu. Z4dn4 z t&chto kolonii nebyla obklopena
Zretelnou zonou pruhledné haemolysy, ale zadasté byl agar kolem nich vy-
jasnén jakousi Spinav& Zlutou zménou krevniho barviva.

Jak vSak jiZz shora naznaceno, byla tvorba uzavienych kolonii vyjim-
kou, vé&tdinou po nékolika kultivadnich dnech dochézelo na Fortnerové
plotné k tvorbé& Sedivého, sotva priasvitného povlaku s vybézky stejného
charakteru, jak popsany u isolovanych kolonii.

Kultura na Fortnerové plotné vydavala jiZ po 24 hodindch vzrfistu na-

padny putridni zdpach..

Bouillon s jitry byl jiz po 24 hodindch znaéné& zkalen a vaselinovi

~zatka byla lehce oddélena od povrchu tekutiny n&kolika bublinkami plynu.

Po 5 aZ 10 kultivaénich dnech se proti odekavani tvorba plynu zvétsila
a to tak zretelnou mérou, #e jsme pojali podezfeni, %e nejde o &stou kulturu

‘bacila bifermentans. Toto podezieni bylo zesileno jesté vice, kdyz po delsim

pobytu v thermostatu bylo vid&ti, Ze je povrch jater zfeteln& nahlodavan
proteolysou. Céste¢né &ernani pfidy, zejména tam, kde se kousky jater do-
tykaly zkumavky, ukazovalo na produkci sirovodiku.

Gelatina s jatry: Vzrist velmi dobry, tvorba plynu, zkapaln&ni gela-
tiny do 24 hodin.

Miéko s jatry: Zretelnd tvorba plynu, rychld a vlotkovitd koagulace

. mléka, kterd byla témé&i okamZité vystiiddna zietelnou, byt i dosti pozvol-
‘nou proteolysou vysriZeného kaseinu.

Bouillon s kostkami koagulovaného sera: Dobry vzrist, serum se vel-

j-f' mi pomalu rozpoustélo, stivajic se na hrandch kostky prﬁhlednym Podobné

byl rozpouéten koagulovany vajeény bilek.

Sacharolytxcke schopnosti zkouSeny za podobnych kautel, jak popsano
pro bacila tertia. Nepochybné byla zkvaSovana glukosa, maltosa a levulosa.

Mikrokultury podle Fortnera ukazaly, Ze 8lo o mikroby nesporné po-'
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hyblivé, ac¢koliv pohyblivost jednotlivych bakterielnich individui v téZe kul-
turfe byla naprosto nestejna.

Popsané kultiva¢ni znaky' svédéily sice z nejvétsi c¢asti pro bacilus
bifermentans, pfesto vSak se v mnohych bodech odchylovaly od klasické
predstavy. Znaéna tvorba plynu v jatrovém bouillonu, dlouho trvajici di-
fusni 2zdkal bouillonu, zfetelnid proteolysa jater, zmé&na krevniho barviva
kolem kolonii a zvlastni kompakini charakter centra kolonii, svédéily pro to,
Ze jsme bud pracovali s néjakou zvlastni variantou tohoto mikroba, nebo,
- ¢oZ je u sporulujicich bacilt pravdépodobné&jsi, Ze Slo o smés nékolika druht

putridnich anaerobionti. '

Velmi pravdépodobné roziusténi prineslo mikroskopické studium jak
kultur na Fortnerovych plotnach, tak kultur v jatrovém bouillonu, pro-
vadéné v rizném &Sasovém odstupu. Mladé kultury sestAvaly vétSinou
z gramlabilnich a grampositivnich dosti mohutnych tyéinek kratSich i del-
Sich, se zaoblenymi koneci, velmi ¢asto sefazenych po 2 nebo v kratkych
retizcich o 3 aZ 5 jedincich. Na Fortnerové plotné se objevily prvé spory jiz
do 48 hodin. V&tgina spor byla uloZena centrilné a to hlavn& u mikrobti se-
skupenych v kratkych fetizcich a celkem nerozSifovala klostridiovité télo
mikroba. Tento druh spor nesporné& svédcéil pro druh bacilus putrificus
tenuis neboli bifermentas.

Kromé toho nalezeny tvary mohutngjsi, urcitéji grampositivni, se spo-
rami klostnd10v1tym1 a téméfr subtermindlnimi, takZe vysporulovany mikrob
upominal na hodinovou rudi¢ku. PovaZujeme za velmi pravdépodobné, Ze
tito bacildrni jedinci -odpovidaly bacilu sporogenes Metschnikoff ¢&i putrificus
verucosus Zeissler. Pro jeho pfitomnost svédéi i zména krevniho pigmentu
(v cisté kultufe tento mikrob déla haemolysu) a misty patrny masivnéjsi
raz bacilarnich kolonii.

Koneéné po dobé nékolika dni byly zjistény v kulturach i spory termi-
naini, ale na tyéinkach, které jinak neodpovidaly bacilu tetanu. NemfiZzeme
sice s naprostou jistotou vylouciti eventuelni pfimés bacila tetanomorfs,
spiSe vSak predpokiddame, %e zde byl pfitomen bacilus putrificus Bienstock,
0 ném?Z je znamo, Ze jen zfidka byva vypéstovan v Cisté kulture.

JelikoZ oba posledni bacilarni dfuhy, t. j. bacilus sporogenes i putri-
ficus Bienstock rostou v uzavienych koloniich (zejména bacilus putrificus),
naproti tomu kolonie bacila bifermentans maji tendenci spiSe ke splyvani,
nebo dle naSich zkuSenosti dokonce k tvorbé povlakii, je pochopitelno, Ze
celkovy vzhled kultury byl udavan hlavné timto mikrobem.

Pathogenita této smési mikrobli v experimentu na zvireti byla prak-
ticky negativni. Veliké kvantum mladé bouillonové kultury (3---4 ccm) vy-
volalo u morcete podkozZni oedem, ktery se proménil na ohraniteném misté
ve Spinavé bledozeleny puchyf. Tento se zahy provalil a vypustil hnédou
pachnouci tekutinu, koZni defekt se pak rychle zahojil bez sebemen$iho zna-
telného posSkozeni celkového stavu mordcete.

Smisené kultury sporulu;ucmh anaerobnich mikrobQ jsou podle Zeiss-
lera, Weinberga, Halla a jinych autorii zjevem velmi ¢éastym. Z vySe na-
'znaéenfrch diivedli 1ze nékdy jen s nejvétsi obtiZi vyisolovati jednotlivé
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druhy &isté, nékdy se to dokonce vhbec nepodafi. Charakter smiSenych kolo-
nii byv4 urdovan nejéastéji druhem, ktery je v kvantitativni pievaze, even-
tuelni pathogenita z4visi na pritomnosti mikroba toxického &i virulentniho,
ale zhusta byva pfimési nepathogennich sloZek zna¢né zkreslena. Za téchto
okolnosti neni divu, Ze byvaji popisoviany neéisté Kkultury sporulujicich
anaerobionti jako nové druhy, dosud v litratufe neuvddéné a je pfirozeno,
Ze tato okolnost znadn& zvy3uje zmatek a nejasnosti, které i tak vlddnou
v klasifikaci striktnich anaerobf.

Pravé proto, Ze jsme u isolace II. velmi pravdépodobné nepracovali
s Cistou kulturou, nybrZ se smési nejméne dvou, pravdépodobné vsak tfi
a moznd i vice putridnich sporulujicich aunaerobiontfi, nehodlame bliZe roz-
vadéti, do jaké miry byly tyto kmeny mikrobielni atypické a tim méng
z eventuelnich odchylek od béZné udavané normy d¢&initi jakékoliv dedukce
na pripadné jejich stari.

100 At

Nejzajimavéjsi ze vSech byl tieti mikrob. Nepodafilo se nam ho vii-
bec dokézati v mumii %islo 1, v pomérné malém kvantu jsme ho odisolovali
se svrchu popsané smési mumie éislo 2, a ve zieteln& nejvétsim mnoZstvi
byl pfitomen v mumii &islo 3, oné s hernii. Jsme témé&r najisto presvédéeni,
Ze se nam podafilo vypéstovati bacila v ¢&isté kultufe, takZe to, co bude niZe
popsano, plati —— na rozdil od pfedchazejiho — pro jediny, byt i stafim
znafné zménény druh anaerobniho bacila. Slo zfejmé& o mikroba velmi cit-
livého na vzdudny kyslik, nebot zejména v prvych pasiZich na pevnych pii-
dach stacilo déle trvajici otevieni plotny k tomu, aby jiz vibec nevyrostl.

‘Casto se stdavalo, Ze jsme se museli uchyliti znovu k pavodnimu ma-
terialu a novym pracnym pokustim o isolaci tohoto mikroba, kdy% nam jeho
¢istd kultura pro svoji extrémni citlivost a fragilitu zasla. Jeho primokultury
byly vlbec bakteriologickym kuriosem. Jen tu a tam se nasla tplnd a do-
konale formovani kolonie, vétSinou 3lo o jakési nedokonalé nutrZky kolonii
s charakteristickymi vybéZky, anebo o kolonie zvla$tnim zptisobem vyhlo-
dané tak, jako by byly napadeny bakteriofdgem. V postupnych pasaZich se
tvar kolonii staile vice zdokonaloval, takZe v kulturdch udrzovanych asi 14
roku na umeélych plidich nebylo lze jiZ nikdy vidéti on&ch zvlastnich de-
- generativnich zjevii. .

Definitivni vzhled mikroba, adaptovaného na Fortnerovy plotny tak,
 jak byl docilen asi po 2-mé&si¢nim p¥FeoCkovéini, ukazoval znaky, které nej-
' spiSe mluvily pro bacilus oedematiens (Weinberg a Seguin), ktery je velmi
~ pravdépodobné identicky s Novyho bacilem maligniho oedemu.

Na Fortnerové plotné s pfrisadou redukénich latek (pozdé&ji i bez pri-
- sad) vytvarel isolované kolonie nepravidelného tvaru s velmi typickymi,
dvojité konturovanymi a dosti jemnymi vybéZky. Centrum kolonii bylo zfe-
telné& hutn'éjéi, periferie graciln&jsif. V. celku vSak 2z0stavala mikrobielni
kolonie témér prahlednou. LeZely-li kolonie blizko vedle sebe, mély zretel-
nou tendenci splynouti. JiZ v prvych pasiZich byla v bezprostiednim okoli
‘kultury viditeln& naznadena haemolysa, kterd byla v dalSich pasaZich &m
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dale tim zfeteln&jdi a z phavodni Sife nékolika milimetrfi dosahovala i pri-
méru Y% cm nebo vice. O tom, jak tyto kultury byly fragilni a citlivé na
kyslik, byla jiZ uéinéna zminka. Vzrhst kolonii byl relativngé pomaly. Déle
trvajici otevieni kultury mélo za nasledek, Ze se dal3i pfeoCkovani zacasté
nezdafilo. Teptve po Fadé pasiZi se zmensila citlivost kultury do té miry,
Ze tato mohla byti bez nesnazi preo¢kovadna a mohly byti studova.ny ostatni
jeji vlastnosti, jak je niZe popisujeme.

V bouillonu s jatry (pfirozend zavieném sterilni vaselinou) vyrfstal
mikrob nejdéle do 48 hodin, vytvaftel dosti znafné kvantum plynu a kalil
bouillon bud bezprostfedn&, nebo tak, Ze v lehkém zdkalu doSlo k vytvoreni
charakteristickych vlodek, které klesaly ke dnu, ddvajice vznik mohutnému,
ale lehkému sedimentu. ’

Gelatina s jatry: Dobry vzrist, za tvorby mohutnych vlo¢ek a pozdé&ji
sedimentu. B&hem 48 hodin byla gelatina zfetelné zkapalnéna.

Mléko s jatry: Zietelnd tvorpa plynu, koagulace mléka do nékohka.
dnt, kaseinové koagulum se nesrdZi do tak malych rozmérd, jako u bacila
tertia.

Bouillon s kostkami koagulovaného sera: Ani=po dobé 14 dn nedo-
chédzelo ke zviasté zretelné proteclyse. Sacharolytické schopnosti byly po-
mérné malo vyvinuty, bezpeéné byla zkvaSovana pouze glukosa.

Mikroskopicky obraz: Né&kolikadenni kultury tohoto mikroba na Fort-
nervové plotné (viz obr. & 4) sestdvaly vétSinou z gramnegativnich, Fideeji
talké z gramlabilnich, dosti mohutnych tyéinek bud isolovanych, nebo sesku-
penych po dvou, Tu a tam bylo vid&ti zvla§té mohutnd a silnd bakterielni
individua, jak& 1ze mezi sporulujicimi"anaerobionty t&Zko nalézti jinde, nezli
mezi skupinou bacila Novyho inaligniho oedemu. Ke zFetelné sporulaci
v prvych kulturdch pravdépodobné nedochazelo. V pozdéjSich generacich se
tvorily za rtiznou dobu klostridiovité, subtermindlni spory, nékdy aZz ndpad-
nych rozmérti Sifkovych. Né&které z téchto titvarf, jeZ povaZujeme za spory,
jsou tak markantni, Ze je nelze dobfe srovnati s normilnim obrazem spor
1t bacila oedematiense (adkoliv i Weinberg pro tohoto mikroba popisuje
spory sSubterminalni, raketovitého tvaru, velmi objemné) a povaZujeme je
tedy za degenerativni sporulaci mikroba, vyvolanou jeho znaénym stirim.
V bouillonovych kulturdch byl nabéh k tvobé delSich i kratkych Fetizk( mi-
krobielnich mnohem nApadnéjsi, neZli na pevnych pad4ach, ale jednotliva
bacilarni individua zde zretelné& propadala degeneraci.

Mikrokultura podle Fortnera: Zde se ndm nepodafrilo mikroba vypésto-
vati, takZe prtkaz pohyblivosti chybi.

Popsané vlastnosti kultivaéni, zejména charakteristicky konturované
vybéZzky vé&tSiny bakterielnich kolonii, extrémni citlivost na kyslik, tvorba
viloéek a vioékovitého sedimentu v tekutych ptdach, velikost a tvar mikro-
bielnich jedinch, sporulace, haemolysa, svédéila s velikou pravdépodobnosti
pro mikroba ze skupiny bacilus cedematiens.

Jak znamo, jsou viechny druhy mikrobielni blizce pFibuzné bacilu oede-
matiens znaéné pathogenni. Byla tedy provedena ndmi isclovanym mikro-
bem ¥Fada experimenté na zvifeti a to mySce i mordeti. Mladé bouillonové
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kultury vstriknuty morceti podkoZné v kvantu 1—3 ccm, vyvolavaly jen
Castedné charakteristicky pathologicky obraz, t. j. tvorbu pomé&rn& objem-
ného podkoZniho oedemu, na pohmat gelatinosniho charakteru a na své

- periferii promiseného bublinkami plynu. BohuZel, v8ak tento oedem nevedl

nikdy k smrti zvifete, nybrZz se promeénil v suchou escharu, kterd se elimino-
vala za pozvolného hojeni koZniho defektu. V prfibéhu této choroby vsak
zvirata zhubla a stala se kachektickymi a teprve pozvolna se vracel stav
jejich vyzZivy k normailu.

RovnéZ vnitrosvalovd injekce vét§iho mmoZstvi mladé bouillonové kul-
tury vyvolala znatelny oedem kondetiny a lehky syndrom celkovych p¥i-
znakf u morcete, zejména jeho zhubnuti, zjeZenou srst a nehybnost. Ani pii
této aplik'a.c'i kultury Zadné ze zvirat nezaSlo. Pfiznaky u myZek po pfimé-
fené mensich davkach byly zhruba stejné jako u mordete, tedy prevaZné
mistniho rdzu. K usmrceni zvifat byla zapotiebi tak velikého mnozZstvi kul-
tury, Ze nebylo moZno uvaZovati o specificky pathogennim tGé&inku tohoto
mikroba. 7

V celku pouZito ke zkou$kam pathogenity 10 mordat a 5 mysek;
pokusy konany vesmés s kulturami starymi 24 hodin aZ 6 dni a to v inter-
valu pfiblizné pdl druhého mésice, podinaje dobou, kdy se podafila isolace
praveé popsaného mikroba z anaerobni smési (t. j. zhruba tfeti aZ paty mésic
ode due, kdy byly provedeny sekce mumii).

~ Rovnéz se nepodarfilo dociliti produkce toxinu mikroba in vitro, ve spe-
cielnich bouillonech, pfi ¢emZ vzaty zvlast& v Gvahu podminky a doba vhodnd
pro optimum toxinu bacila oedematiens. A&koliv tedy vétSina kultivadnich

i mikroskopickych znakt svédgila 8 nejvétdi pravdépodobnosti pro mikroba

bud identického, nebo alespori velmi blizkého skupiné Novy-oedematiens,
nemohl byti kbneény priikaz identity mikroba proveden, nebot bacil ztratil
schopnost produkovati zfetelnd kvanta specificky uéinného toxinu a také
nejvétsi dast své virulence. Rudiment specifické toxinogenesy, projevujici se
tvorbou podkoZniho oedemu a zietelnou, ale reversibilni kachexii zvirat roz-
hodné& nesta¢il k tomu, aby byl proveden dilkaz preventivhi immunisaci

~ specifickym serem antioedematiens.

A LI L B

Oa

A, T

V podobné situaci, jako my, se ocitl také Weinberg se spolupracov-
niky, kdyZ mél . provésti priikaz druhové samostatnosti nebo identity jim
objeveného bacila ocedematiens, s ptivodnim kmenem dlouhou dobu pfed tim

~ vypéstovaného Novyho bacila maligniho oedemu. PrevaZna vétsina kulti-

valnich i mikroskopickych znakiét zdala se ukazovati na identitu obou z4-
_rodkf, ale prikaz zkfiZenou immnitou nebylo moZno provésti, nebot Novyho
“mikrob ztratil jiZ mezitim téméf zcela svou pathogenitu, o ni% se zachovala
- pouze zprava z pfivodniho Novyho popisu.

K vali dplnosti zaznamendvime, Ze je v literatufe popsdna celd fada

%ipf'ipadﬁ plynovych flegmon, z nichZ vypéstovdn ze smeési anaercbfi mikrob,

~jenZ identifikovan jako bacilus oedematiens témé&f naprosto netoxicky.

UvéaZivSe peclivé vSechny shora popsané vlastnosti mikroba a okol-
_Dosti, ¢ nichZ se naposledy zmifiujeme, nemtiZeme, ne?li trvati na druhové

: diagnose bacila ze skupiny Novy-oedematiens. Ztrita toxicity mohla pak
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byti podminéna, poodbn& jako rfizné variaéni odchylky predchazejicich mi-
krobti, dlouhodobou latenci mikroba ve stadiu spory.

Pokusili jsme se jestd o identifikaci kmene bacila oedematiens sero-
logickou cestou, ale bez valného Uspéchu, jak jsme ostatné ofekdvali, nebot
o specifité antigenniho charakteru vegetativmi formy tohoto mikroba je
v odborné literatufe, ndm piristupné, rozpor. Zeissler tvrdi, Ze jest aglutinace
bacila oedematiens reakci druhové specifickou, a Ze lze snadno vyrobiti
aglutinadni sera majici titr 1:5000. Weinberg je v tomto ohledu mnohem
méné optimistickym a uvadi, Ze aglutinaéni sera uéinkuji velmi dobfe na
homologni kmeny, ale velmi éasto jsou zcela bez G¢inku na kmeny cizi.
Popisuje téZz kmeny, jimiZ vyrobens sera nemé&la vy$si titr, neZli 1:500, coz
Znamena, ze nepresahovala pfili§ hranici nespecifickych reakci. K immuni-
saci kraliki méli jsme celkem k disposici 4 kmeny bacila oedematiens:
kmen W, Berlin, PafiZ a Kodaii. Nebyli jsme si zcela jisti, zda jde o kmeny
zcela rtzné provenience, v&déli jsme jen tolik, Ze jsme je do své sbirky
cbdrzZeli ze 4 zcela rfiznych a od sebe vzddlenych mist. Usmrcenymi vegeta-
tivnimi formami téchto 4 kmentt jsme immunisovali kralika, jehoZ serum
aglutinovalo homologni kmeny do titru (dle kmene) 1:640—1:2600. Podo-
tykame vSak, Ze aglutinace bylo 1ze &isti jen velmi obtiZng&, neb vSechny

kmeny jevily znadny sklon ke spontdnni aglutinaci.

Tato vlastnost byla v nejvétsf mife vyjadfena u naSeho kmene z mu-
mif. Chceme-li vilbec Géinek aglutina¢niho sera na ngj specificky hodnotiti,
mozZnoe mluviti o titru nejvyse 1:160. Nelze tedy z této reakce &initi Zadnych
dedukei na antigenni shodu kmene mumie s t&émi, které jsme méli v kolekei
k disposici.

Ani tato okolnost nemiiZe dle naseho presvédéeni s jistotou otfasti nasi
diagnosou. Pritina, kterd sniZila serologickou specifitu mikroba mohla byti
taZ, jako ona, kters ho zbavila pathogenity: abnormélng dlouhé setrvéni ve
stadiu spor bez moZnosti regenerace ve vegetativni formu.

IV.

Ze dvou mumif se podafilo vyisolovati je$té jednoho striktn& anaerob-
niho mikroba, jehoZ studium nebylo ukon&eno a o némz podavame jenom
prozatimni strunou zpriavu. Nepodafilo se nim zjistiti a% do roku 1941,
0 ktery druh ze zndmych anaerobiontfi vlastnd b&Zi. Je moZno, Ze b&zi
0 anaeroba zndmého, jeho% kultivadni i ostatni biologické vlastnosti byly
stafim tak hluboce zménény, %e jej nebylo 1ze porovnati se zadnym typic-
kym zastupcem téhoZ druhu. Neni viak také vylouéeno Ze jde o nepatho-
genni druh, dosud viibec nepopsany.

Na Fortnerové plotn& vyrfstal pomé&rné pomalu, v nevelikjch a ne-
charakteristickych okrouhlych, nebo mirné nepravidelnych koloniich, s hut-
néjsim a bélavéj¥im centrem. Kolonie nemély vybézkd a nebyly obklopeny
zonou haemolysy.

Bouillon s jatry: Vzrhst dobry, ale aZ po 48 hodinich, zietelny zdkal,
neptilis-hojna tvorba plynu.
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Mléko s jatry: Tvorba plynu, ani po del3i dob& nedochazi ke koagulaci.
Gelatina s jatry:-Pozvolna zkapalfiovana.

Proteolysa vaje¢ného bilku: Negativni.

Sacharolytické vlastnosti podrobné& nezkouSeny.

V mikrokulturdch dle Forinera se zdal mikrob nepohyblivym. Mikro-
skopicky 3lo o kratkou grampositivni ovoidni ty€inku se zfetelné& zbarvenymi
p6ly a prédzdnym centrem. Mikroby byly zadasté sefazeny po dvbu nebo
i v kriatké f'etizky. Zd4 se ndm byti pravdépodobné, %e prdzdné mikrobielni
centrum bylo vlastné prvnim stadiem centralni a neklostridiovité spory.
Sporulace ve starsich kulturdch také pozdé&ji s jistotou prokdzina.

Pii experlmentu na bé#nych laboratornich zvifatech nemsl Imkrob
prokazatelnych pathogennich vlastnosti.

Jak je piirozeno, zjistili jsme v dvakrate opakované serii pokush, jaké
mikroby se nachdzely v bezprostfednim okoli mumii v dobé&, kdy jsme sekce
provadéli i o né&jakou dobu pozdéji. Uéinili jsme tak proto, abychom mohli
posouditi, zdali pfece jen né&které mikroby nevnikly do vnitra mumii z okol-
ni pddy.

" Smeten prach s povrchu t& mumii a podroben kultivagnimu vySetieni.
Stejn& byl vySetfen prach s povrchu rakvi a hlina z udusané podlahy, na
které rakve spocivaly. Kultivace provadény za podminek aerobnich i anae-
robnich podobnou technikou, jakd byla popsdna pro stfevni obsah mumij,
Cast kultur zaloZena také ze suspense kultiva¢niho materidlu, ktery byl
podroben hodinovému zahfati na 70 aZ 85° C. Aclkoliv byly kultivace, jak
uvedeno, dvakréite opakoviny a isolace mikrobli z tekutych ptd provadéna
co nejpeclivéji, neprokdzan ani v prachu, ani v ptidé z okoli Zadny z mi-
krobfi, ktery byl svrchu popsan.

Z anaercbii nalezen v relativng velkém poétu bacil plynové flegmony
(Friankel-Welch, & bac. perfringens) 2zcela nepatrné toxicky, Kromé& celé
fady ubikviternich vzduSnych zarodkfi nesporulujicich (sarciny, mikro-
kokky) nalezeny v naprosto pfevaZujicim mnoZstvi Zcela typické kmeny
sporulujicich aerobnich saprofytti. Z nich pfesn€ identifikovan bacﬂus sub—
tilis, dva druhy bacila mesenterica a bacilus mycoides. ’

; Diskuse,

Celkem lze nale pozorovéni, ziskanid z kultiva¢niho vySetfeni popsa-
ného materidlu, rozdéliti do t¥i skupin: "

1. Do i:mvé skupiny pat#i pozorovani kladného razu, opirajici se o kul-
tiva¢éni pritkkaz hlavné anaerobnich mikrobti vypéstovanych ze zbytkt stolice

. primé&rnd 200 let starych mumii. Ve vSech p¥ipadech zji§tén bacilus ter-

."

_ pické, nebot jedna z nejdtileZitéjSich poznidvacich charakteristik, to jest
“bouflivi koagulace mléka nastdvala zde ndpadné pomalu, aZ po dob& jed-
‘noho tydne. Ubytek této pfirozené bakterielni vlastnosti jsme si vysvétlili

tius, jeden z nejéastdjsich anaerobiontt stfevnich, jenZ vytvafi rychle velmi
resistentni spory. Biologické vlastnosti tohoto mikroba byly &istené aty-



102

pozvolnou degeneraci mikroba, - jez nastala tim, Ze spory nernély ptileZitosti
po dobu delSi neZli jedno stoleti-vykliditi ve vegetativni formu.

Vedle bacila tertia byly ve stfevnim obsahu p#itomny v nejvétsim
mnoZstvi sporulujici vyvolavatelé putridnich procesti. S jistotou obsahovaly
smiSene kolonie bacila putrifica tennuis a bacila sporogenes. S pravds-
podobnosti pak i bacilus putrificus Bienstock. JelikoZ $lo o kolonie nedisté,
které jsou samy o sob& z pochopitelnych dfvodd atypické (i kdyZ jeden
z mikroblli udava celkovy riz), zdrZujeme se jakychkoliv tidaji o odchyl-
kach té&chto bacill od bé&Zné normy, které by mohly byti podmmény jejich
Vysokym starim. :

NejzajimavéjSim mikrobem byl ten, kterého povaZujeme za bacilus
‘oedematiens. Je znamo, Ze tento mikrob po bacilu plynové flegmony, vedle
bacila tertia a sporogenes patii k nej¢ast&jSim sporulujicim tellurickym
a patrné i intestindlnim anaerobiontim. Mikrob nami isolovany mél ve
svych prvopotatcich vzrstu tolik degeneraénich kultivadnich vlastnosti
(tvorba netplnych kolonii, degenerativni spo'i'ulace, rudiment pathogenity),
%e se pfimo vnucovala myslenka, Ze zde byla v posledni chvili vyburcovéna
ze stoletého spanku bacildrni spora, kterd v disledku svého témér dvou-
staletého preZivani za podminek nikoliv nejpfiznivéjsich, neméla daleko do
prirozené smrti.

Ctvrtého m1kroba ktery nebyl identifikovan, si netroufame pouZiti pro
své dedukce. :

V celku je mozno fici, Ze obsah stfev mumii byl prost rychle rostOu-
cich zarodkd, které by tam mohly byti pred neddvnou dobou naneseny
z okoli. Neobsahoval témé&F zarodkii aerobnich, nybrZz prevdZnou vétsinou
zarodky strikin& anaerobni, které rostly velmi pomalu a po dlouhé dob&
latence. Tim, podobné jako fadou degenerativnich znakfi, patrnych z jednot-
livych baciltt dodate€né& rozisolovanych, je dokumentovdano podle naseho n4-
zoru jejich vysoké stari.

2. Do druhé skupiny patfi fada kultivaénich prizkumf z bezprostred-
niho okoli mumii, vedouci rovnéz k pozorovani kladného charakteru. Zde
vesmés vypéstovany bacily jinych druhi, neZli ty, které byly nalezeny
uvnité mumii. Lze tedy stéZi predpokladati, Ze by se dovnitf mumii dostalo
néco z okoli, co'v ném v dobé, kdy jsme vySetieni provadéli, viibec nebylo.
Je tedy i tato rada pokusti dokladem o tom, Ze baéily vypéstované z pra-
starych stolic jsou zbytkem pfvodni intestindlni flory mumii, pochizejici
jesté z doby, kdy mumie byla Zivoucim &lovékem.

(Pokracovani.)
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3. Pozornému a anaerobnich pomérfi znalému &tenafi zajisté neuslo, Ze
jsme z Z4dné mumie nevypéstovali mikroba, ktery je absolutnd ubikviternim
obyvatelem lidského stfeva a ktery nad to ma mezi stfevnimi anaerobionty
jesté i kvantitativni pfevahu. Na ziklad& své dosti velké zkuSenosti mtize-
me smeéle doloZiti, Ze je pravdépodobné velmi mdlo obsahifi lidského stieva
dospélych a normdln& Zivenych lidi, kde by se bacil plynové flegmony viibec
nenachizel. SpiSe se nékdy stdvd, Ze jest kvantitativn& potladen vyslovens
putridnimi stfevnimi anaerobionty, ale pfi bedlivém kultiva&nim rozboru
i zde se ndm ho podari dokédzat. Stejn&, jako je rozSifen v lidském stievs,
mizZe byti prokdzdn v ptdé, jak shodné ukazuji viechny priace vyznaénych
svétovych autort v oboru anaerobiosy. Zeissler a Rassfeld, Weinberg, Hall
a jini shodn® dokazuji, e v obdé&lané i neobdé&lané ptdé starého ¢i nového
svéta jest pritomen téméf vidycky (témé&F ve 1009, zkoumanych vzorkd
rudy). Byla tedy absence tohoto mikroba v intestinu mumii na prvni pohled
pii nejmensim podivna a zdila se sv&déiti proti nasi doménce o enterogen-
nim pavodu ostatnich spor.

Pri diikladn&jsim rozboru tohoto zjevu jsme vSak shledali, Ze tomu je
pravé naopak. Nepfitomnost bacila perfringens jest padnym svédectvim, Ze
Slo o prastarou stolici, v niZ zbyly pouze nékteré spory ptvodnich stfevnich
anaerobionti. Jest totiZ méné& zndmou zkusenosti (viz nasi zminku z kraje),
Ze bacil plynové flegmony, atkoliv b&Zn& poditan mezi anaerobionty sporu-.
lujici, tvofi spory pomérné nesnadno, zejména oviem v umélych kultivad-
nich pt@ddach. Jednou z udivanych prfi¢in jest zna&né okyseleni kultivaéni
pﬁdy, které tento bacil vidycky p#i svém vzristu vyvolavi. Zd4 se viak, Ze
\pFi¢ina tkvi i v tom (alespon jak zkuSenost vétsiny anaerobnich laboratofi
uci), Ze jen mald ¢4st jedinct uréitého kmene jest vitbec naddna schopnosti
endospory tvoriti. Tvrdi se dokonce, Ze existuji kmeny, které jsou prakticky
témér asporogenni. Nechceme rozhodovati tento problém, ale ze zkuSenosti
mbZeme potvrditi, Ze nalézti spory v &istych kulturdch bacila. perfringenss
a to zejména v tekutych padich (i kdyZ jsme se snaZili udr¥eti jejich reakci
co moZno neutralni), bylo v mnoha desitkdch ndmi isolovanych kmenfi na-
prostou vzicnosti. _

Neni vylou€eno, Ze okolnosti, v jakych se nachdzi tento mikrob ve
stfevé, jsou podobné pomériim in vitro. To by znamenalo, %e i zde asi bacil
plynové ﬂegmony vytvarel spory — na rozdil od jinych anaerobionti — jen
v nepatrném mnoZstvi. Je pochopitelno, Ze z pomérné madlo jedincti spor
tohoto bacila se po tak dlouhé dobé latence neudrzela JiZ Zadna, schopnd vy-
kliciti. v

U ostatnich stfevnich anaerobiontfi, ktefi sporuluji hojné a vytvareji
~ spory velmi resistentni, nastalo uréit® také zmenSeni kvanta spor spontan-
~nim odimrtim jedinch mén& resistentnich. Do naSich dob vydrzely pouze
spory nadané resistenci naprosto vyjimednou a takové lze prgvé nalézti

lrd
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u bacila oedematiens, tertius i u nékterych hnilobnych sporulujicich anae-
robionth.

Pravé tak, jako nebylo lze prokéza,tl ve stfevé€ mumii bacterium coli,
které% je intra vitam p¥itomno v daleko nejv&t3im kvautu, nebot viibec ni-
kdy spor nevytvari, nebylo moZno ani prokazati bacila plynové flegmony,
nejhojné&j$iho z intestindlnich anaerobiontfi, nebot’ sporuluje velmi malo;
nepatrné mnozstvi spér, které tam snad bylo 'vytvof'eno, jisté b&hem pri-
bliZné dvou stoleti vyhynulo.

Naopak jsme piesvédéeni, Ze by pfitomnost zna¢néjsiho mnozstvi bacila
plynové flegmony rychle rostouciho (do 2—3 dnfl) témé# s naprostou jisto-
tou svédéila pro relativng Serstvé znedist&ni intestindlniho obsahu okoln{
ptdou.

Uznavame, %e se mam nepodafilo prinésti naprosto nezvratného df-
kazu o tom Ze nami popsané anaerobni mikroby, vypéstované ze stfevniho
obsahu mumii, pochdzeji skutedn& ze spor, Zijicich ve zbytku intestina ve
stadiu latence po préimérnou dobu dvou stoleti. Pfes to vZak doufdme, Ze -
svrchu uvedend pozorovéani, kterd byla velmi exaktné& registroviana, positivni
kultury, které jsnie n&kolikriate opakovali z origindlniho materiidlu, variacni
odchylky pozorované na vypéstovanych mikrobech a kone&né naprosty ne-
dostatek mikrobdi, nachizejicich se v bezprostiednim okoli mumii &ini z na-
fich dedukeci znaéné vice, neZli pouhou hypothesu. Jeding opétovansd vyse-
tfreni podobného materidlu z jinych mist by mohla pfinésti definitivni roz-
feSeni problému, jejZ pfedklidame ¢tenafam. Pro svou osobu jsme témeér
piesvéddeni, Ze nase positivni kultury piece jen s velkou pravdépodobnosti
potvrdily fakt, ktery zatim nelze prokazati experimentilné: bakterielni
spory i pomé&rn& citlivych druhft anaerobnich mohou
za urcéitych podminek vydrZeti ve stadiu latence po
dobu 150 let aZ dvou stoleti. |

Resumé.

AutoFi, reSice problém konservace bakterii, narazili na nerozreSenou
otazku absolutni hranice délky Zivota bakterielnich spér.

Pro pomérné kratkodobé trvani védecké mikrobiologie jest tento pro-
blém experimentaln& nefeSitelny, nebot doba 30 let, po kterych se podatilo
vzkiisiti v laboratoii uchované spéry k vegetativnimu Zivotu, jest dobou
kratkou a uréité nepredstavuje limitni hodnoty.

7Z téchto dfivodé autoii zkusili zaloZiti kultury ze stfevniho obsahu
pokud moZno éist& pitvanych, t¥i prirozend mumifikovanych mrtvol v kata-
kombéich mésta Klatov, které jsou staré 150—250 let. Cinili tak v predpo-
kladu, Ze kdyby se jim podafilo vypéstovati n&které z ptivodnich intestinal-
nich anaerobfi, bylo by tim s velkou pravdépodobnosti moZno prokazati, Ze
bakterielni spéry vydrZi ve stadiu latence déle jednoho stoleti.

Kultury ze stfevniho obsahu zaloZeny lege artis za podminek aerob-
nich i anaerobnich. Proti vSemu oc¢ekdvani nebyly znelistény béZnymi
vzduSnymi qzdrodky do tutrob recentné vniklymi, nybrZ vétSina kultur z-
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stala po dobu delsi, nezli 1 tyden aZ 10 dni zdanlivé zcela sterilni. Teprve po
této dobe velmi pomalu podinal vzriist bakterii v tekutych pidach, ktery
dosahl svého maxima v nékterych rourkich aZ po dob& delsi, neZli 3 nedéle.

Jiz z této ndpadné& dlouhé doby latence vzristu lze usuzovati, Ze ve
stfevnim obsahu mumii byly mikroby ve stadiu spor, které bylo lze privesti
jen velmi nesnadno k vykli¢eni ve vegetativni formu, coZz konkretné zna-
mené, spory velmi staré. ’

Pouze ve 2 rourkdch s Kkultivadni pOdou vypéstovan bacilus mesen-
tericus, velmi atypickych kultivagnich vlastnosti, které jsou v praci bliZe
popisovany. _

7 anaerobnich mikrobfi vypdstovan a s jistotou identifikovan v nej-
vétsim mnozstvi pritomny bacilus tertius, ktery se od b&znych typd lisil tim,
#e koaguloval mléko a% po nipadn& dlouhé dob&. Druhym nejéastdj$im anae-
robiontem byla smés stfevnich putrifich (tennuis, sporogenes a patrné
i Bienstock); tato, jako plurimikrobielni kultura méla sama o sobé atypické
viastnosti, takZe nebylo 1ze na ni s jistotou prokézati n&jaké minus variaéni
znaky, svéde¢ici pro abnormalni stafi.

Tieti, co do hojnosti, byla atypickd minus varianta velmi citlivého
a sporulujiciho bacila, kterého podle souboru kultivaénich znakdél bylo moZno.
s nejvétsi pravdspodobnosti identifikovati jakoZto bacila ze skupiny Novy-
oedematiens. Serologickd identifikace zklamala a zajistiti s naprostou pies-
nosti diagnosu tohoto mikroba t. zv. zkiiZenou imunitou, nebylo moZno,
nebot’ minus variaéni znaky tohoto mikroba se projevovaly (kromé raznych
znakfi iorfologickych a kultivaénich) hlavng uplnou =ztratou specifické
pathogenity.

V nejmen3im mnoZstvi vypéstovana grampositivni anaerobni, polarné
se barvici tyéinka, kterd dodnes nemohla byti s jistotou identifikovana.
V %adné z mumii neprokdzan nejéastéjsi stfevni anaerobiont, ktery vSak za
ur¢itych podminek jen velmi nesnadno sporuluje, t.j. bacil plynove flegmony.

Na rozdil od toho vZak vypéstovan bacil plynové flegmony v hojném
mnoZstvi z prachu rakvi, v nichZ mumie leZely a z pady, na niZ rakve stély
a to spolu s detnymi jinymi aerobnimi sporulujicimi zarodky.

Priikaz popsanych atypickych variant stievnich anaerobiontfi v in-
testindlnim obsahu mumii, spolu s negativnim nalezem prakticky nepatrné
sporulujiciho bacila plynové flegmony, ale s hojnou pritomnosti posledné
uvedeného bacila v bezprostiednim okoli mumii, zda se mluviti znatné piré-
sv&déivé pro to, Ze vypéstované anaerobionty pochdzely z pavodnich stiev-
nich spor, které byly ve stavu latence témé&f po dvé stoleti.

I kdyZ nelze toto tvrzeni uvésti s naprostou jistotou, svédéi vétsina
uvedenych a v praci blize rozvedenych faktQ pro to, Ze bakterielni spory
mohou za urditych podminek pteZivati i po dobu delsi, nezli 150 let.



