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Borrelomycetaceae a L-organismy.

Dr FraNTISEK PATOCKA -Dr MILADA SUCHANOVA:

Ustav pro lékafskou mikrobiologii a imunologii Karlovy
mniveriity, Praha II, U Botaniokého Gstavu 7.

Do této ekupiny zahrnujeme mikroorganismy, je
ve svém v¥vojovém cyklu maji filtrovatelné sta-
dium, rostou na umélych kultivadnich phdach ve
formé& charakteristick§ch, drobounk¥ch kolonii,
wcela odliknfch od bakteridlnich kolonif, a jako in-
fekin{ agens jsou z&fsti intraceluldrnimi parasity.
Réstem na umélych kultivadnich ptdéch isou bliz-
ké bakteriim, svym filtrovatelnfm atadiem a bio-
tropismem in vivo rickettsifim a skupiné t. zv. nej-
vétiich virfl; proto je satim Fadime v systematice
nékam mezi schizomycety na jedné, rickettsie a vlry
na drubé strand.

Prototypem jiech je Asterococus mycoides, obJe-
veny Borrelem a epol, vyvolavatel pleuropneumo-
nie hovisihbe dobytka, vysoce to kontagiosniho one-
mocadai, chamkterisovaného pleuritidou a atelek-
hﬂotili lelisky v plisich, Asterccoccus mycoides
jommu pifbuanéd, isolované 3 koz, krys,
nebe Elquika, Jeou, jak e¢ ad4, intracelulirnimi

r bunlk, schndna messachymiinich, vyvo!
m W

tidy a konjunktivitidy, Velmj &asto napadajj uro-
genitalnf trakt, zvlasté &lovéka,

Nejdéle studovanou je shora zminéni species
Asterococcus mycoides, na némi lze objasniti morfo-
logii a zasady kultivaini, charakteristické pro tuto
celou skupinu.

Pri pleuropneumonu hovéziho dobytka patholo-
gické produkty, zejména pleuriticky exsudat v na-
tivnim j centrifugovaném stavu, barven béznyml
methodami, neukiafe zpravidla nie, co by pfipomi-
nalo kteréhokoliv znamého, formovaného vyvola-
vatele onemocnéni. Exsudatem a jeho filtratem je
choroba lehce pFenoend, takle se myslilo, Ze agens
je filtrovatelnym virem. Jestlife se vBak naoékuje
sediment z exsudatu na vysoce vyiivny agar,
zvlasté zlepseny vytaikem z kvasnic, k némuz se
pfida 307 nativniho koiiského sera, tu se vyvinou
v rozmezi 2—6 dnt na této pidé velmi jemné kolonie,
sotva viditelné, v praméru 60—800 u4, vnofené z nej-
votdi ¢asti do kultivaéni pidy. Preparat z kultury
v dasném stadiu (zbarveny Giemeou) ukéaie konglo-
meriat nesmirng pleomorfnich elementd, mirzi nimik
jsou predeviim drobna, kokobacilarni téliska na
hranicich viditelnosti (200—250 my), ktera nazy-
vame t8lisky elementarnimi, Velmi napadnym zje-
vem jsou jemna, nékdy znaéné dlouha vlakénka,
tasto se rozvétvujici aZ i na mycelium. Mez; nimi
jsou ulofeny nejbizarnéjgi Gtvary (obvykle Epatnd
barvitelné), bud prstencovité, nebo trojihelnikovite,
StyFahelnikovité, jindy Gtvary amoebovité s cetny-
mj rhizoidy. Tato pleomorfie, u bdinych schizomy-
cet nevidana, byla dlouho zdhadou. Teprve podrob-
né studiom kolonii., fixovanych in totu, & to v nej-
riiznéjdim stadin vyvoje, a dile elektronoptické stu-
die pFinesly ¢4steéné objasnéni vyznamu téchto jed-
notlivych ttvard, pozorovanych v kultufe.

" Drobna, kulata t&liska jsou obecné povaZovéana za
nejmensi{ reprodukéni jednotku, za opravdova ele-
mentirni téliska, analogickd nékterym velk¥ym vi-
rim (jeou téi filtrovatelna a schopna ve filtrata
pfenésti chorobu). Ta se mohou mnoiit jednak pro-
st¥m délenim, jednak ee nékterd protahunji v drob-
né ty&inky, které na konci duff a pozvolna se tak
méni ve velk4, kulatd téliska & chromatinovymi,
dobfe se barvicimi hmotami, Tato velk4, kulata ta-
liska maji velmi jemnou sténu, kteroun lze po plas-
molyse vidéti v elektronovém mikroskopu. V ba-
revnych prepardtech ee jevi jako shora zminéné
pleomorfni tdtvary. V daléim v¥voji lze vidéti, jak
na velkém, kulatém télisku zalnou na jednom nebo
vice mistech pudeti deli{ nebo kratif vyridstky, do
nich¥ pfechazi i &ist chromatinové substance, Tyto
vyristky se zanofujf do pldy a rozpadajf se v né-
kolik dcefinnych, elementérnich télisek, V tomto
stadiu privé vypads velké kulaté télisko podle ty-
pu vybéikd bud jako amoeba, malina, nebo hvés-
di¢ka, odtud npAzev Asterococcus. Néktelf se domni-
vaji, 1o se elementdrni téliska nemus{ napled zmé-
niti ve vl‘kna. nybri ie piimo mohou zdufeti ve
volkd, kulath téliska.

O koloniich na pevn¥ch pbdéch bylo Fedeno, 3o
se lidi svym sloisnim od normélnich bakteridlnich
kolonif, Jesou-li fixovény in tolo (t. 3. |1 s &hetedkon
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kultivaéni pddy) a pak probarveny neatralnimi
barvivy, ukiZe se, Ze jsou slofeny z masivniho cen-
tra. Jemné bradavéitého vzezieni, které proraninuje
nad kultivaéni padu. Ostatni zbytek kolonie je
vnofen do agaru. Hutné centrum je sloZenpo z vel-
kych, kulatych télisek, nabitych chromatinem,
kdezto na periferii tato téliska dufi, vakuolisuji a
vypadaji jako prazdny puchyr. Mezi nimi a uvnitr
nich jsou patrna svrehu zminéna granulka, ¢asteéneé
i pneurdité konturovana vlakénka a tydinky bizar-
nich tvard, Cela kolonie, pozorovana malym zvét-
genim, ma jakoby pénovitpu strukturu. V tekutych
pudach (bouillon 8 30% eera nebo ascitu, nebp kous-
ky sterilnich organl) nékdy se u duna objevi jemny
zaka!, nékdy granulka, ale ¢asto neni Zadnych ma-
kroskopickych symptomd ristu. V sedimentu vy-
rostlé kultury se daji (obtiiné) mikroskopicky zjis-
titi kokovité atvary, jemna vlakénka ¢i prstenco-
¢ité utvary.

Popsani rustova charakteristika jsou vice méné
analogicka u vs8ech mikroorganismu, patficich do
této skupiny. Asterococcus mycoides patfi mezi nej-
lépe rostouci, morfologicky nejdokonaleji charakte-
risované a nejtypiétéjsi Borrelomycety. Néktere
mikroorganismy z této skupiny {(mimo shoara zmi-
néné pidy serové nebo ascitové) lze péstovati na
chorioallantois Zivych nebo chladem u#mreenych
kufecich zarodki,

IKmeny mikroorganismu pleuropneumonie hové-
ziho dobytka jsou rozpustné ve Zluéi a fermentuji
fadu cukrd, antigennd jsou jednotnou skupinou,
zcela odlisnou od ostatnich Borrelomycet. Jejich
pathogenni éinnost je omezena na sudokopytniky
a nelze jimi vyvolat onemocnéni Zadného laborator-
uiho zvirete,

Podobnym, ale jemnéji rostoucim a rovnéz velmi
infekénim organismem je t. zv. Borreiomyces ag-
galactine, jeni u koz a ovei vyvolava onemocnéni
so zachvacenim kloubd a oéi, u zvirat v laktaci
i vemene. Je rovnéz zcela specificky antigennim a
neprenosnym na béina laboratorni zviraia.

Species Asterococcus canis byl ve dvou typech vy-
néstovan ze psa: neni jisto, zda ma choroboplodné
viastnosti.

Dalsi skupina Asterokokii byla vypéstovana
z krys. Je to zejména druh L; vypéstovany z chro-
nickych plienich abscesti téchto zvifat, ktory pfi
experimentalni inokulaci se ukazal nepathogenni
pro krysy. je viak nékdy pathogenni pro mys, Druh
L., antigenné distinkini od predehazejictho, byl vv-
péstovan rovné: z plienich abscestt krys. ale tcz
7z jejich spontanni polyarthritidy, Pro opice a vys-
&i laboratorni hlodavee je neinfekéni, u krys a4 myst
vyvvoliava experimentalné arthritidy.

Ve'mi znamyeh je 5 typu pleuropneumonickych
organiamia, vypéstovanyeh z mysi (A—F) Typy
13- 15 jsou antigenné distinktni, byly isolovany
7. nozder 1 mozkd mySich a experimentalné u tychz
svirat vyvolavaji ankylosujici nrthritidy. Nejzaji-
maviejii je typ A, vyp®stovany z plic, mozku a
konjunktivy mysek, Produkuje toxin, prokazatelny
i v honillenovych kulturach, klery u mys: po mn-
tracerchralnim vstfiknuti vyvolava degenerativni

zmény v mozecku, vedouef k choreiformnim pohy-
bim (t. zv. tandivé myéi). Z mygich purulentnich
otitid byl vypéstovan t. zv. Nelsonliv organism, an-
tigenné i nékterymi kultivaénimi drobnostmi od-
liZny od pFedeslych. (Nékdy byva Fazen mimo béi-
né L-organismy,

Pleuropneumonické organismy, vypéstované 3 ne-
infikovanych kufecich embryi ukéazaly se patho-
gennimi pFi intrapulmonalni infekci pro bavlniko-
vé krysy, a to patrné produkei thermostabilni, ne-
antigenni l&tky neznamého charakteru. Vyvolavaji
téz Waemaglutinacj erythrocytl, podobnou Hiretové
reakei. Tuto reakei 1ze specificky inhibovati homo-
lognim, hyperimunnim krali¢im serem a do znalné
vysokého titru i serem slepic ze stejného chovu, od-
kud pochazela vajiéka,

Nejzajimavéjdi jsou pro nas primarni, pleur
pneumonii podobné, &ili t, zv. L-organismy, vypée-
tované z &lovéka, a to nejéastéji z cervix uteri (po-
dle sestavy L. Dienese z r.1948 z 26%), Vypéstoviny .
byly vziacnéji z Zen klinicky zdravych, kde snad
tvoFi soudast epifytické flory, ale hlavné u Zen,
{rpicich chronickymi afekcemi genitdlu, a to zejmé-
na p¥i exacerbaci infekce, Tehdy byly L-organismy
vypéstovany pry nékolikrate j v ¢isté kultute. PHi
kapavéityeh onemocnénich byly opétovné isolovany
epolu s Neis, Go, ve dvou pfipadech i po jejim vy-
mizen. |

U muit byly ve 12% pfipadl vypéstovany z mo-
¢e, urethréalniho nebo prostatického sekretu pfi ne-
specifickyeh urethritidach a cystitidach, aviak nikdy
nebyly nalezeny u muZid klinicky zdravych, coi
znadné podporuje domnénku, e jeou skuteéné pa-
thogennimi pro urogenitalni trakt, Sestava Hark-
nesova udiavi vétdj procento positivnich kultivaei
u muit pFi nespecifickyeh urethritidach (38%), je
viak poFizena z pomérné malého po¢tu pfipady, tak.
o Gisla Dienesova se nam zdaji pFesvédéivé)si.

Klinické p¥iznaky u pripadia Dienesovych byly
rizne silng vyjadfeny od pouhyeh dysuriekyeh po-
{i%i a7 k haemorrhagickym cystitidam, Jakmile tyto
vymizely, vymizely i L-organismy z pathologickych
sk 1@l n mode. V nékolika pfipadech byly L-orga-
nismy vvpéstovany v &isté kultuve, jindy ve smési
s neékolika koloniemi diphteroidd, bilych stafylo-
hoku, b, coli a pod,

7da ee, ze jejich afinita k mezenchymu je vy-
jadfena i u ¢lovéka, nebof byly L-organismy vy-
postovany v 9 z 11 piipadu t, zv. Reiterova syndro-
mu (urethritis nebo cystitis, arthnritis, conjunctivi-
tis, vzhenéji irritis), a to z prostatického sekretu, 2%
i 7z kloubniho punktatu, V jednom piipadé se poda-
filo L-organismy zachytiti vidy za ataky choroby,
v klidovyeh mezidobich vymizely z prostatického
sekretu,

Postienim kloubu trpélo 27 z 58 muZd, positiv-
nick na L-organismy v urogenitilnim traktu, Tyto
arthritidy prob‘haly pfedeviim akutné jako migru-

- jiei polyarthritis ~e zarudnutim, zdufenim a boles-

tivosti kloubtl. U dvou pacientil se zaroven objevil
makulopapulosni ras, V jednom pripadé byl vesiku-
loeni ras, jednou doslo zaroven k balanitidé. Proto-
s50®celkovy stav pacientd byl alterovin (horedka,
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mrazeni, zvysena sedimentace), pfedpokladi Dienes,
je infekce L-organismy, alespoii nékterymi, je cel-
xova, pfi nfi jsou predilekéné zachvacoviny uroge-
nitalni trakt a mezenchymové tkané. U téchto
akutnich arthritid méla synovialni tekutina jine
slozeni, co se ty€e elementd, mucinu a cukru, nez pii
banalnich bakterialnich infekeich, i jiné ne% u post-
‘nfekénich polyarthritid. Pfi chronickych arthriti-
déch, souvisicich & nalezem L-organismu, byly klou-
by jen lehce zdufelé, pobolivaly a pomalu ee v nich
gracela pohyblivost, V té&chto ptipadech infekce
genitdlniho trakte predchézela zadatek arthritidy.

U Zen soudasné postiZeni genitalniho traktu L-or-
ganismy a rozvoj kloubniho onemocnéni nebylo tak
napadné, Ze véak i tu je snad podobny vztah, sved-
¢{ ptipad jedné Zeny, u niZ se ataka akutni arthri-
tidy dostavila 2 tydny po svatbé. Jeji manzel one-
mocné] arthritidon 8 tydnd po svathé a zaroven
byly nalezeny L-organismy v jeho prostatickém se-
kretu.

Herschberger a spolupracovnici referuji o jednom
ptipadu subakutni bakterialni endocarditidy, zpiso-
bené pry agens, pfibuznym L-organismim.

P#i hodnoceni pathogenniho Géinku L-organismi
¢i musime uvédomit, e snad jde o detna species
i genera, jeX se nam jevi morfologicky i kultivaéné
velmj podobné, takie rozliseni mezi nimi lze za-
tim provédBti relativné hrubé jen serologicky. Stu-
dium jejich biochemickych vlastnosti je teprve
v podateich pro jejich nesnadny pfenos v subkultu-
rach,

Jednotlivd epecies jsou tak adaptovéina na svého
hostitele, e pienos na laboratorni zvifata je pravi-
delné nemoiny, coi ztéinje zejména studium lid-
rkych infekei.

Therapie je stile obtiind. Penicilin i sulfonamidy
jeou bez Glinku jak na zvifeei, tak j na lidske L-
organismy. U zvifat byly zaznamenany uspéchy
arsenovymij preparaty, u lidskych infekei byl zkou-
ien etreptomyein, ktery in vitro inhibuje L-organis-
my jiZ v koncentraci 20 gama na 1 cem, V nékterych
pfipadech cystitid vymizely po ném L-organismy
i povolily pFiznaky, U arthritid po streptomycinové
lé¢bé vymizely v nékterych pfipadech L-organismy,
pfiznaky véak povolily jen béhem 1é¢by, po ni
v mirnéjii formé& trvaly da)l, i sedimentace zfistala
tvylend; s riznym Gepéchem byly zkouseny i prepa-
raty zlata.

Zajimavou kapitolon jsou L-organismim p#ibuz-
né t. zv. bakteridln{ L-formy, vypéatované z &ie-
t¥ch kultur nejrdznéjich mikrobti, Z nich je nej-
prosluleji{ nejdfive objeveny L,, isolovany z kul-
tur Streptobacillus moniliformis, O morfologii a
kultivaénich viastnostech ostatnich L-variant plati
thruba totéf, co o lidekyeh a zvifecich primarnich
L-organiemech. Z nékterfch bakterialnich kultur
Jsou oditépovény sthle a pravideln® (Streptobacil-
lus moniliformis, Spherophorus funduliformis), u ji-
- nyeh pod vlivem sponténnich nebo uméle navoze-
n¥eh degenerativnfch & aatolytickfch procesd.
Z liteh, kieré jeou sehopny vyvolati tvorbu L-va-
riant, jesu mejbdinndjii penicilin a karboxylmetho-
xYlamin, Tak se podabilo doefliti L-forem n gono-
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koka, Salmonella typhi abdom, Fsch, coli, Flavo-
bacterium, Haemophillus infl., Proteus vulg., ale
{62 u nékteryeh sporulujicich gr 4 tycinek,

Tyto L-varianty byvaji nékdy resistentn&jsi
neili éAm mikrob, z néhoZ byly odstépeny {(u strep-
tobacila)s nikdy nejsou citlivé na penicilin a majt
s pivodnim mikrobem jen ¢astetné podobny anti-
gen. Domnénky o jejich genesi jsou dvé:

1. Jsou parasitem bakterii, ktery vyvolava jejich

autolysu (Klienebergerova).
" 9 Jsou fretézem ve vyvojovém mikrobialnim ceyk-
lu, a to tak, Ze bacterjum za urcitych podminek
prechazi do A faze L-formy (zvl4st nepatrné ko
lonie);: z této pak do B-faze (vétdi kolonie),z nich
opét vykli¢ci normalni forma mikroba, Vyvoj L-
formy z mikroba se déje tak, Ze pri poéinajici auto-
lyse nebo aktinickém prohtati (viz Proteus) ne-
které bakterium zdufi ve velké kulaté télisko (u né-
kterych mikrobd anaerobnich — Spherophorus fun.-
duliformis — je tvorba kulovityeh dtvard absolutné
pravidelnou soudasti kultury), Z ného pak vykliéi
L-kolonie, v niz vznikaji opé&t velka, kulata téliska.
UvnitF téchto se formuji elementirni téliska, jel
bud dévaji vznik dalsim L-koloniim, nebo ae v nich
vytvoFi bakterialni tyéinky, jei vyrostou v stejné-
ho mikroba, jake na podatku eyklu (Dienes). Druhy
vyklad se nam zda pravdépodobnéjsim,

Vyznam tohoto zvlastniho mikrobialniho cyklu
neni zcela jasny. Jsou naznaky toho, fe jej uréité
produkty mikrobidlniho metabolismu samy navo-
zuji. Tak byla tvorba L-varianty pozorovana na
styéné dafe dvou rtznych kmend protea, Oviem
zdaleka neni prokazano, e véechny mikroby vibec
mohou, nebo dokonce musi prochazeti timto cyklem.
Kdyby tomu tak vskutku bylo. vyloZilo by to mno-
ho zahad chronicity infekei, obtife imunitni the-
rapie i antibiotiky i epidemiologickych nejasnosti.
a to alespoii u bakterialnfch druhd, vyvolavajicich
lidské infekéni choroby.

Vzhledem k pravdépodobné pathogenni roli né-
kterych primarnich L-organismd pro ¢&lovéka, ze-
jména viak proto, e je ¢etnymi autory tuden vy-
znam bakteridlnich L-forem pro vyvojovy cvklus
schizomycet obecné, rozhodli éme se prostudovati
otazku L-organismd také na nasem materialu, Pred-
lojena &ast nadsi prace zachycuje pouze podéateéni
stadia naSeho vyzkumu a obira se zejména metho-
dikou, ktera je odlisna od bé%né techniky bakteri-
Alnfch kultur a &asto i velmi obtiipa, Teprve po
pfekondni téchto nesnazi ptistupujeme k daléi
thsti vyzkumu, t. j. studiu &*astosti vyskytu pri-
mérnich L-organismd v nejrizn&j§im lidském ma-
terialu u nas, Nakonec hodlame podrobnéjj studo-
vati biochemicka, antigenni a metabolicka charak-
teristika téchto stile jedtdé nejasnych organismi.

“Zadali jsme nejdFive s kultivaci z cervikalniho
sekretu Zen s chronickou kapavkou. Kultivovali
jsme jen 8 pFipadd, L-organismy se nam nepodaFilo
isolovat, Soudasné jsme kultivovali vytéry 3 cer-
vixu Zen, trpicich rozmanitymi chronickymi afek-
cemi genitdlu. Vytéry na kultivaci jeme siskivali
z nemocnych, pfichézejfcich do nadi antovakcinové
laboratofe, jeduak ndm byly vhodné plipedy posi-
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lany z II. koini a I, gynekologickeé kliniky, jimz
timto dékujeme za spolupraci,

- Gynekologickych pripadd jsme sledovali celkem
71, z toho L-orgamsmy byly vypéstovany 7X, Kmen
107 se nam podarilo X pasazovati na tubych pa-
dach, kmen 12 3X v disté kultufe. Ostatgi kmeny
vyrostly Jen na prvni tuhé padé.

Mimgo to jsme naockovali 7 mocéovych sedimentd
a prostatickych sekretua z pripada nespecifickych
urethritid. 70 nieh pouze Jjedenkrat vyrostla jedna
Lolonie makroskopicky, pripominajici l.-kolonii, Po
preockovani }iZ nevyrostla.

Reiterdiv syndrom jame vysetrovali jednou u mu-
ze, kde bylo jiZ del$i dobu léteno a priznaky byly
na ustupu, a jedenkrat u zeny, kiera trpéla mani-
festnim fluorem pochvy s erosemi, arthritidou a kon-
junktivitidou. Tento druhy pFipad nebyl v oka-
mziku odbéru materialu lécen, Z2 muze s¢ nam ne-
podafile ani z prostatickcho sekretu, ani z kon-
junktivy, ani z moce vypéstovati L-organismy, Na-
proti tomu u Zeny bez nesndzi opétované vyrostly
typické primarnt L-organismy, a to na tuhych pa-
diich bez penicilinu a thalia, naoc¢kovanych primo
vaginalnim sekretem. Pochopitelné mimo L-orga-
nismy byla isolovana béZna vaginalni flora aerobni
i anaerobni. Zdarila kultivace na pidach bez inhi-
bi¢nich prostiedkd evédcei o lom, Ze skuteéné slo
o primarni, lidské, pleuropneumonii podobné L-or-
ganismy, a nikoliv pouze o L-formy riznych va-
ginalnich bakteroidt, Tento pripad bude pop:an
zv]dsté in extenso.

Dosud nepopsanou zvlastnosti byla zdaFila kulti-
vace primarnich L-organism z mozkovéhoe abscesu
vepie. otkovancho virem obrny intracerehralne. Na
plotré s 1070 kraliéi krve za mikroacrofi'nich pod-
minek vyrostla kromé pyogenniho stufylokoka rada
drobnveh, do pidy vuorenycen kolonii, ktere se pii
mikroskopickém zpracovani ukazaly joko L Subkul-
tura se jiz nepodaii'a. Vzhledem k tomn, 7e nebylo
ponZite inhibiénich prostredki, sio Nesporné o pri-
marni L-organismy z vepfe ({inokulovana suspense
viru byla rovnéi z homologniho zviteciho druhu),
je7, pokud je nam z dostupné literatury znamo, ne-
byviv do<ud nikym prokaziny,

Viethodika: Material jsame olkovali  vidy na
9 kvasnicové a 2 ascitové tekuté pidy a do mekkeho,
0.3% kvasnicoviého agaru. nalitétho vysoko ve zku-
mavkich., Protoie z materiiaiu v mékkém agaru L
kultury nikdy nevyrostly a pro relativini obtiZnost
ockovani (zaroven do nékelika zkumavek, podobné
jako se otkuje Veil.onova puda pro kaltivaey anae-
robt). jsme tute methodu pozdéji opustili, Rovnez
nikdy. az na jednu vyjimku, jsmne nenely n-peéchu
piri primem ockovani materidilu na tnho pudy, 7 te-
kutveh pad jsme ofkovali na jeduu pevnon kvas-
nieovon  pudu, jednun agarovou puotuun s aserien,
krevoi plotnu a 2 tekaté piudy jaks pii primokul-
tuie, Poloving tuhé aseitove | kvasnicove plotny
j=me potieli penictlinem n ko'fiveval annerohne
Fortrerovou  methodou,  Plotny jsme  prehtizeh
kanly paty den lnpou, Jestlize e nin nestere ko-
lonie jevi'y makroskopicky podeziele, délali jsme
; nich preparat a preodkovavali je ni dalsi tithe te-

kuté pudy vyFiznutym agarovym blokem, Protole
rist L-organisma v tekutyech ptudach je tak nepa-
trny (zejména v primokultufe), Ze se pada nezdd
makroskopicky zménéna, bylo nutno z tekutych pad
vidy vyolkovavat na tuhé pudy, kde jediné je dia-
gnosa mozna. PakliZe prvni tuha pdda neobsaho-
vala L-kolonie, délal; jeme vidy dalsi slepé pasaie
v tekutych pidiach a z nich jsme znovu vyocko-
vavali na tuhé pidy. Mé&li jsme {totiZ zkuienost
8 kmenem 107, Ze z mikrokultury v tekuté pddé vy-
rostlo na prvni tuhé pudé jen nékolik L-kolonii,
po vyockovani z druhé pasaZe tekutonu pidou byl
rist na tuhé pidé dosti bohaty. Pokud jeme mél
L-organismy v tekutych pudach v éisté kulture, ne-
docilili jsme u nich nikdy makroskopicky viditel-
ného ristu, az nékdy na zcela nepatrny, jemny se-
diment,

Kvasnicova puda: Zakladem je infuse z ferstvych
hovézich srdei o pH 8, ebohacenia 1% dobrého pep-
tecnu. Pred otkovanim se k ni prida 20% cerstvého,
konského, inaktivovaného sterilniho sera a 10%
kvasnicového extraktu, ktery se zhotovi povafenim
50 g pivovarskyeh kvasnic ve 200 cem dest. vody
a fi'traci. Zakladni pida muze byti v zasobé v led-
nici 4—6 tydnt, kvasnicovy extrakt vydrZzi tyden.
Tuha pada se zhotovi pFidanim 2% agaru k tekuté.
J:ako Dbakteriostatikum ptridavame Ta aceticum
v kone. 1: 8000 a penicilin (01 cem 10,000 j. roztoku
v dest. vod& na 10 cem pidy). Na povrchu tuhych
plid e rozetfe kapka 1000 j, roztoku.

A-citoeva puda je obdobou Martinova bouillonu.
K toamuto zakladnimu bouillonu se pridaji 2% koi-
skyveh krvinek a zeela kriatee povafi. Pred upotre-
henim ~e pFida 259 ascitu a 13°¢ pepticky natra-
vencho, cerstvého vepfového Zaludku. Jako bakte-
riostaticum se pridid té% Ta aceticum a penicilin
jako u pad kvasuieovyeh, Tuhé pady se pripravi
podobne tim. Ze se krvinky pridaji k Zivnému 2%
agaru o pll 78 a kriatee povaii. Ascites a natra-
venina se prida pred naockovanim v témze mnoz-
stvi jako u tekuté pudy,

Natravenim zhotovime tak, Ze na rozemlety ve-
pfovy Zaludek se nechia pusobit ziedénd HC] asi
po 1 hod, pii teploté o0 €. Pak po prefiltrovani
«e pH upravi na 7.8 a pitda K. HPO, jako naraznik.
Sterilisuje se filtraci Seitzovym filtrem,

Protoze kvasnicov¢é pudy jsou svou pripravoun
jednodussi a ¢ifeisi, takZe se v nich kolonie lépe
hledaji, a protoze rust na obou padach byl steiné
dobry, zavedli jsme pozdéji jen kvasnicové pudy.

Preparmit jsme zhotovevali otiskovou methodou
podle Idwarda, jiz jsme ponékud modifikovali po-
dle viastnich zkuscenosti. Z tuhé plotny jeme vyre-
zali agarovy blok s koloniemi a polozili kulturoun
na ciste. tukn zhavene kryvei sklicko. Blok jsme
+ivovali nekolika kapkami  Bouinovy tekutiny,
kterou jsme nechali pisabity pies noe ve vihke ko-
more v thermostatu, Piisti den Jsime opatrnd sloupli
aearovy blok tak, abycehom nepoikolidi nejpovreh-
neisi vestvicka s koloniemi, kteri zastala Ipeti na
<klicku, Sklicko jsme vlozili na 30 min. do 707 al-
koholn a po oplachnuti dest, vadou jsme preparat
barvili Giemsou ve ziedéni 1:26 po 4 hodiny, Obar-
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vené preparity jsme montovali za vlhka do glyce-
rin-Zelatiny a oblepovali parafinem. Preparat jze po
fixaci barvit 1 Gramem, Kolonie jsou gr-, probar-
veni viak neni tak piFesné jako u Giemsy. Jinak
lze preparity délatj také tak, ze se do zasychajicel
kapky alkoholového roztoku methylenove modie
otiskne agarovy blok, obsahujicr kolonie, nebo ze se
tence sefiznuty agarovy blok cely probarvuje 1°¢
roztokem methylenové modfe v a~citu, aby sc za-
branilo vzniku sraZenin v agaru (podle Dienese).
Nim &e nejlépe osvédéila prvni z popsauych me-
thod. Preparaty z tekutych pud jsme barvili tcz
Giemsou, obvyklou methodou po fixaci methylalko-
holem.

Kmen 106 z pripadu torpidniho fluoru vyrostl
ns prvoi tuhé kvasnicové plotné v nékolika pomér-
ng velkyeh (asi 05 mm v pramérul), plochyeh. o-
novitych koloniich, svou periferii ¢astecne vrostlyveh
do agaru. DNaldi pasaie se jak z této tuhe, tak
i z dalsich tekutych ptd nepodatily, pravdépodobneé
pro rychlou a v dobé preotkovani jiz znaéné po-
krovilou vakuolisaci. V preparatu pfi malém zvet-
seni se jevily jako shluk bledych, puchyrkovitych
Utvar, v centru tmavsich, smérem k periferii svet.
lejéich, pFi CemZ nebylo tuk ostré hranice mezi
centrem a periferii, jak tomu byva v mladsim vy-
vojovém stadin kolonie. PFi prohlizeni kolonie im-
mersi jeme shledali, Ze centrum tvoii velkd, kulatd
teliska, ktera obsahnji jesté trochu chromatinové
substance, ale v nichi se jiZ tvofFily drobnée va-
kuolky, Periferie obsahovala velkd. kulati téliska,
jiz znaéné vakuolisovana, takie misty témdéi prazd-
né télisko bylo vyplnéno jen protoplasmatickou pa-
vadinkavou siti, jindy bylo pFeméncéno v zeeln
prazdny puchyfek se zfelelnou sténou. ale berz vi-
ditelného obsahu. Mezi velkymi kulatymi télisky
bylo mnoistvi drobnych, pomérné dobfe se barvi-
eich zrnitych elementarnich télisek, Obvod kolonie
byl nerovny, ale nikde jsme z ného nevidéli vybi-
hat; vlakénka, jak byva popsino v literatufe, Je-
likoz v ptdich bylo pouZito penieilinu a na Krevni
plotné pfi anaerobni kultivaci vyro-tly spolu s ko-
kovitymi mikroby i tyéinkové gr-bakteroidy. ne-
lze Ficl zda Slo o primarn’ L-organismy, & o bakte-
rialni L-formu. Znovu vsak podotykame, ze pro
tuto prvni etapu nadi priace nebyln toto rozliseni
nadim cilem, nybrz Ze jsme se snazili o zachyceni
jakékoliv L-formy z materialu, abychom si oveéril
apravnost své methody.

Kmen 107, vypéstovany z pripadu chronicke adne-
xitldy (z cervikalniho vytéru), vyrostl na prvm
tubé plotné v hojnych, drobnych koloniich, nahlu-
&elych tésné na sebe v misté inokula, 8 vyvysenym,
bradavéitym, hutnéjiim centrem a pénovilou peri-
ferii. Na plotné vyrostly mimo tyto L-kolonie jesté
ojedindlé kolonie streptokoka faccalis, ktery nebyl
potladen ani thaliem, ani penicilinem, V dal&i pa-
84i jsme dostali ¢istou kulturu L-organismi, V oc-
kovacich &ardch vyrostly velmi ¢etné, drobné ko-
lonie, jejichZ centrum se kuZe'ovité zvedalo pomerné
dosti vysoko nad agarovy blok, bylo pomérné hlad-
ké, lesklé, Nerovna, plochia periferie, vrostli do
agaru, byla velmi uzka, takZe ji lupou nebylo dobte

vidét., Napadnd dobry rust a pak atyvpicky vzhled
kolonii pFi prohliZeni lupou nim pisobil rozpaky,
zda jde skuteéné o L-forinu. Teprve otiskovy pre-
parat ukizal uspofadani typické pro L.-kolonle, jak
s¢ popisuje v literatuie, kde jsme naslj podabne
obrazv. V centru byla wozena velka, kalata téliska,
nabita chromatinem. ulozeni tuk tésné vedle sebe
a na sob¢. Ze v prepariatu vypadala celi tato ¢ast
juke téméd homogenni tmava muasa, presné okrou-
hla. podohna knofliku. Priave tato ¢ast prominovala
nad kaltivacni pidn a pri otiskovém preparatu -e
casto 7z kolonie vytrhla, takZe po ni zbylo presné
okrouhlé, prazdné misto, Periferni ¢iast koionte, po-
dobna krajkoving, obsahovala téz velka kulatia te-
hska. a'e jiz v rizném stupni vakuolisace a bhyla
rizné siroka podle vy¥vojovihe stadia  kolonie,
v mladiieh uzii, ve starsich sirsi, nebo v nékteryeh
tvorila votsi cist kolonie. Hranice mezi obhéma par-
tiemi ko'onie byla ostri, piesné okrouhla. jak je
dobre vidét na fotografii & 1. Vakuolisace nebyla
ve viech teéliskach stejné &ilné vyvinuta, vide!] jsme
prechody od jemné pénovit¢ protoplasmy az do
zeela prazdnsceh puehyiki, Mezt témito ve'kvimni
Lkulatym; byla uloZena zrnka elementarnich télisek.
Mistyv. zejmdéna na okraji kolonie, jsme zastihlj oje-
dinélé vlaknité atvary. ale celkem malo ¢etné (obr.
¢, 2),

Kdyz jsme plotny kultivovali dal%i 3 dny, vidéli
jsme, Ze se nékteré kolonie stavaji plossi, v pre-
paraté byly sveétlejsi, vakuolisované periferie pri-
bvlo, centri'ni hutni ¢ast byla jesté nékde zacho-
vana. jinde byla jiz zredukovana na nékolik milo
velkyeh, kulatyeh télisek, stale v&ak byla patrna po-
moerné ostri hranice mezi centrem a periferii. V né-
kteryeh kolomiich pak eentra'ni, silné barvitelna
Cast témeF vymizeln, Tyvto kolonie bhyly pak zeela
bledé, skladajice se viétsinou z télisek velikymi va-
kuolami.

Popxané obrazy jsou pro L-formy charakteristické
a naprosto se lis{ od uspoifadani mikrobi v nor-
malni bakterialni ko'onii, Pro srovnani uvadime
obraz stejné velke kolonie streptococeus faeeca'is (obr.
&. 3. V tomto piipadé je na periferit kolonie dobre
vidét normalni mikrobialni jedince. s dobfe barvi-
telnou protoplasmou, uloZiené ve dvojicich nebo
kratkyeh fetizeich. Mezi nimi je zdanlive prazdony
prostor. Smérem ke stfedu mikrob(i stejnomérné
pribvva, jak s¢ kolonie eentrialné, mirné oblouko-
vité zveda., Pomeérné daleko k centru lze vaak stale
«ledovat normilni koky, zachovivajiei pFesng svi)
{var ; barvitelnost. Nenj tu Zidné hranice mezi
centrem g periferii ani nijakcho rozdilu mezi je-
dinet, centriilné a perifernd uloZenymi.

P’ravé popsany kmen 107 vyrostl stejné dobte na
kvasnicovych pudach jako na ascitovyeh, podatilo
ge 0 neho doeility D pasazi, jak shora zmineno. V te-
kutych pidich anjy po pasazovani nebyl rust ma-
kroskopicky patrny, v preparatu, barvenem Giem-
sou obvyklym zpuasobem, jsme vidéli rozmanite
zruité utvary n kratinka vilakna, mikoliy vaak zre-
telna velka, kulata teliska, Ze 4 pusiaze na pevné
kvasnicove padé jsme naockovaly agarovym blo-
kem 5 kurecich zarodka, Jiué bloky s koloniemi

e T My e
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jsme poloZili na skarifikovanou rohovku krilika.
Pfenos na embryva se nepodaiil, také rohovka zir-
stala proti kontrole beze zmény.

Kmen 110 rovuéZ z pripadu chronické adnexitidy
étejné jako kmeny ostatni vyrostl na tuhé kvas-
nicové pudé v misté inokulace v napadnd nepa-
trnych koloniich v ¢Cisté kultuie, PasiZovat se ho
nepodarilo, Mikroskopicky obraz byl zas charakte-
risticky, kolonie se skladaly vétSinou ze znaéné va-
guolisovanych télisek.

Kmen 112 vyrostl ve velmi dJetnych koloniich
v ¢isté kultufe, morfologicky se zeela podobal kme-
nu 107, trikrat jeme ho pasazovali, v jedné pasazi vy-
rostl 1 na dobré, obylejué krevni plotné, aerobné
kultivované, ale zalepené, aby &e zubrinilo vy-
schouti,

Kmen 134 vyrost! z materialu, naotkovaného pfi-
mo na normalni krevni plotnu, kultivovanou anae-
robné Fortnerovou methodou &nad proto, Ze tato

piida byla bohatsi krvi a pH byle &pis vyssi.
V ocCkovacich ¢arach mezi koloniemi norméalnich

mikrobld (vaginalni mikrokoky, bakteroidy, jez ne-
byly bliZze identifikovany), vyrostlo velké minoistvi
drobounkych kolonii, Ipicich na agaru, kterd
v mikroskopickém obraze mély tyvpické uspofadani,
t. 3. hutné, tmavé centrum, ostie odlisen¢ od kraj-
kovité periferie, Kolonie jsme opétované agarovym
blokem preockovali na tekuté a pevné kvasnicové
pidy, nikdy vsak v subkulturich naim nevyvrostly
Snad tu slo o bakterialni L-formu, a to kolonie
typu B podle koncepce Dienesovy, z nichZ vyrista
pFimo pavodui mikrob, jehoz vzrist v nasem pri-
padé byl potlacen bud penicilinem, nebg thaliem,

Kmeny 150 a 181 vyrostly pouze na prvni a tuhé
kvasnicové pudé v nékolika malp plochy¥ch, dosti
vakuolisovanych koloniich, subkultury se nezda-
Fily.

Véechny nase kineny rostly stejné dobre jak na
penicilinované, tak i nepenicilinované poloviné
plotny,

A¢ xe nase kmeny jevily vsechny morfologicky
podobné, a pnkud )sme popisovali rozdily, byly zpa-
sobeny pravdépodobne spise vyvojovym stadiem ko-
lonie nez odlisnosti kment, pozorovali jsmne prece
rozdily v rfistovych schopnostech. Vétsina kmenu
vvrostla az na nasi specialni kvasnicove pudé, ale
néktere (kmen 112 a 134) 1 na obyéejném dobrém
krevnim agaru, a to kmen 112 dokonce j pti aerobni
kultivaci. T¢z schopnost pasazovani byla rtizna a
mame dojemn. Ze nezavisela jen pa vyvojovém stupni,
ve kter¢m kol'onie byla privé pri preockoviani. Nej-
veétsi byla zrejme u kmene 107, ktery vyristal velmi
bohaté a kde se podarila pasaz i koloniemji dosti
vakuolisovanymi, RovneZ rychlost vakuolisace byla
u ruznyveh kmenit ritizna. Soudime tak proto, Ze
plotny byly prohlizeny kazdy paty den, a pfesto
jsme zastihli L-kolonte u rdznyeh kmend v pod-
etatné ruznyeh, vyvojovyeh stadiieh,

Podaviame tutp zprivu o zachyeeni L-organismi
z pathologickyceh sekreta pacientek, trpicich nego-
norrhoickymi, chronickymi afekeemi genitalu jako
pfedbézné sdéleni v predpokladu., Ze tyto zviastni,
velmi nesnadno kultivovatelné mikrobialni formy

budou zajimat Xir8i 1ékakskou veFejnost nejen se
stanoviska mikrobiologické systematiky, ale té% jako
pravdépodobné aetiologické agens chronickych
afeke{ Zenského j; muZského genitalu a enad i nd-
kterych kloubnich onemoenéni.

Souhrn:

Bylo zevrubnéji popsiano 7 riznych kmend L-orga-
nismi, isclovanych z 71 vygetfovanych pripadd ne-
gonorrhoickych afekei Zenského genitalnihg traktu.
L-organismy byly hlediany v go fluoru 8 Zen bez
positivnihg vysledku,

Dale byl naotkovan urethralni ev, prostaticky se-
kret a mocovy sediment v 7 pfipadech t. zv. nespe-
cifickych urethritid muZa, rovnéz bez positivniho
vysledku aZ snad na 1 pfipad, kdy vyrostla jedina
kolonie, pod lupou velmi podobna L-koloniim, ktera
viak po preockovani nevyrostla, nebylo ji tedy
mozZno 8 urcitosti identifikovati.

Ze dvou vysetrovanych pripadd Reiterova syn-
dromu i<olovany L-kultury z genitalu pouze jednou,
druhy pfipad byl patrné proto neuspésny, Ze byl vy-
getifovan jiz po radé lééebnych zakrokn.

Jako zcela ojedinély je nutng hodnotiti nalez L-
organismi v mozkovém abscesu vepre.

V praci jJe dale popsan vyznam L-organiemi jako
primarnich, pathogennich &initeltt u zvifat a snad
i ¢lovéka 1 smysl t, zv, L-forem bakteridlnfch, ja-
kozto pravdépodobného vyvojového stadia nékte-
rych mikrobl. U poslednich upozornéno na jejich
mozny vyznam pro chronicky priibéh onemocnént,
vyvolancho mikroby, z nichz vznikly, na jejich
vzidornost proti antibiotikim a zménény jejich imu-
uo'ngicky charakter,

Zhodnocena taxonomie primarnich L-organismi,
pokud je to dosud viubee mozno,

Podrobnéji popsana priprava pid pro L-organis-
my. methoda jejich kultivaéniho zachyveeni a mor-
fologicka diangnostika, U"pozornéno na obtiZze pfi za-
kladani subkultur, které¢ se prozatim autorim ne-
podarilo prekonati.

i ~ace je uvodnim c¢lankem &ireji koneipované
prohlematiky, jiZ autofi hodlaji prispéti k vyreseni
zahad {échto vysoce zajimavyveh mikroorganismd,
kter¢ alespon ve své primarni formé se zdaji enad
jakymsi pirechednym ¢linkem mezj ordo Schizomy-
cetales a nizéimi formam; Zivota, jako jsou ku pki-
kladu ordo Rickettsiales.

Peamwwme.

B cuoeft eraThe anTOpu noIpobHO onnrcaTR 7 pasWMX
KYJILTYp J-0pranuaMon BaATHX M2 71 HeCI€10PAHHWE CAY-
yaen Heroroppolinx afdernuilt nooBoro Tpaxkra weH-
nunt. O pewaan Jd-opranuamu b roHOPpofNKIX Bbijte-
nennax 8 xeHmw Ged NOJTONKNTEILNNX peayasrraron, T
hllnnee OLIT MMM CJe1aH  noceB  BuieleHMl YpeTpM
(npocTaTil) ¥ MOYEROTO CEINMEHTA B 7 CIVYAAX TaK HaJl-
BaeMWX HecriellNQuICCKUX YPETPHTOB MYWUHH; rowe Ges
NO.TOMKHTEILIIOTO PeiyIbTaTa 32 YCKIOUSHHEM OJIHOrO
cnyyasi, Korla o0pajoRaach 0183 KOJOHRA, KOTOPAR
Omaa nox Aynoft ovenb NOXOWAA HA 1. KOJOHWK, NHO KOTO-
pafA nocihe MnepeccBa He pasaBuiach, CaeI0BATEAMHO N
Heab3n Oni1o €8 onpelentuino HaeHTHOUUKUPOBATL.
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Ifa apyx mccaegoBanmiix cavuaeB cunipoma Paftrepa
Gulitit mAoanpoRail JL-EVALTYPUW 1A FenuTalla  TOIBKO
B ONOM CIVWie; BO ETOpOM cayu.te e O Ho/lvVdeH no-
NOMWNTe. TbHEIMN ey ALTAT BodMGREBO TOTOMY, HTO HCC1010-
Baine G110 NpoMIBe N0 JUUIL HOCTe 1le EOJLKUX le-
9e0HLIX MepOoupuAaTiil,

Orkpurtie l-opranuama s smodronom abeuece Gopopa
0Li10 MCKIOHOHTIEM.

Haiee B crathe onucaio anawenue I opramuason kax
OPHNAPHEX MATOFeNHMX JCAT JTeft ¥ MUBOTIIIX B 1epOHTHO
TOXKE ¥V UY€10BCKA M 3HaueNue Taxk H.LiuipaeMuX Jl-fopwm
6a!{‘rvpue.1bn|.|x RAK DO3MOAHON JROGIOINOHION CcTa it
BEKOTUPHX MUKPOGOR. ¥ nocCaeInnx Gh.io HOUEPERYIO
HX BOIMO:KNHOE INAYNCHIE (A XPOHUICCKOrO DaidBuTisN
8a00s1eBaHMIL DI3BANHLX MUKpoGami, i3 Kotopux J-dop-
MH BOIHMKAM, HX YCTONMUBOCTL NPOTHD AHRTHOMIOTHYCCII X
BENE TB H FX H3IMEIEHHWA UMMYHHUTETHHID XapauTep.

Hacko.1bko OW.10 BO3MOMHO, OBIIA OUCHICHA TAKCOHOMIMA
OpuMapHuXx Jl-opramuimos.

Ilogpo6uo Culi1o asropaMi 0NHCANO HOALOTORTC Y. iIH-
TaTelbHEX CPeT L J1-0pranmnssoB, MeTo ha X KYIILTH-
BHPOBAHUA M Mopdoioriveckan anarno. Tuka. bLuo oo-
PAlERO BUHMAHNE HA 3aTPYAUCHUH HPH [IOCEBaX €Y (iiY 1h-
TYP, KOTOpHE aBTOPAM NOLA He ¥ .1470Cb IPe010.1¢Th,

CTaTbA ABIACTCA B8BelelueM B HPOGIeMATIEY, HpH ey
&BTOPH CTAPAWTCA COENCTHOBATL B P\ 1ieHii BO3NMEITHTX
BONPOCOB ATUX HHTEPECHLIX MHUKPOUPIAHHIMOB. JTH Mu-
KpOoOpraluniMul ABIAIOTCA B CROe npuMapuoil gopmMe no-
;nnnuouy nepexoiolt gGopmoft or ordo
K HU3IMM dopmaM u3uu, kKak HaopuMep ordo Ricket-
tsiales.
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Stmmary.

7 cuitures of L-organiems (pleuropneumonia-like)
from 71 cases of various inflammatory provesses of
the female genital tract are described concisely.
Similar organismeé were successfully isolated from
the genito-urinary tract in the male only once out
7 cases and once in 2 cases of Reiter's syndrome,

The authors mention the previously undescribed
successful isolation of L-organisms from a brain
abscess in a pig.

The properties of pleuropneumonia-like orga-
nisms, their possible pathogenicity in man and
probable role in the evolutionary cyecle of some
bacteria are briefly discussed.

Some of the most successful methods used by the
authors for isolation and identification of L-orga-
nisms are described,

The authors suggest the possibility of an interme-
diate taxonomic position of pleuropneumonia-like
organismé between the Ordo Euhacteriales and
Rickettsiales.
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