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Dr Frantidek Patoéka — Dr Milada Suchanova:
Bakteridlni cyklus t. zv. L-forem mikrobd.

Podrobné studium t. zv. priméarnfch L-organismu t. j. mikroorganism,
jéjichZz prototypem jest Asterococcus mycoides a které jsou vyvolavateli
kontagiosnich chorob zvifecich, nebo alesponi komensdly zatim ne zcela
uréitého vyznamn u zvifat 1 u élovéka, jde guku v ruce se studiem snad jesté
zajimavé)8ich t. zv. L-forem bakterialnich. O t&chto lze prozatim téZko Fci,
zda jsou normalni fazi Zivotniho cyklu mikrobu, u nichZ byly prokizany,
nebo zda snad jsou adaptaci veniklymi variantami, ndéhodnymi a nepravidelné
se vyskytujicimi. Tolik je o nich jisto, £e stavbou i morfologif svych kolonii,
vzrustem v tekutych pudéch, kultiva®nimi ndroky, morfologii svych jednot-
livych elementh i relativni necitlivost{ na antibiotika, jsou téméf k nero-
zeznani podobné primérnim L neboli pleuropneumonickym organismim,
jez jsou urditd zvlastni skupinou mikroorganismi, snad samostatndjsf nefli
tady Schizomycet. Jsou-h v typickém stadiu adaptovéany po né&kolik pasiif
na kultiva¥nich padéch, nelze je dosavadnimi metodami s jistotou poznat
od skupiny primérni; lze je v8ak snadno diagnostikovati, sledujeme-li jejich
venik z urditého bakteria a pak, jsou-li schopny (cof jak se zd4, nenf abso-
lutné nutnym pravidlem), zpétného ptechodu do mikrobe, z néhoZ vznikly.
Vé&time, %e toto stadium nadich rozpozndvacich potiti je pouze plechodné,
nebof ani primdrnf Asterokoky, ani £ mikrobl vzniklé L-formy nemohly
byti dosid pro metodické potife (zejména malé kvantum zfskaného mate-
ridlu) studovany co do svého metabolismu i do jemného rozboru antigenniho



spektra dostatefnd hluboce, aby roxdfly meszi obéma skupinami byly ji# |
urychlenou diagnostickou procedurou zieteln® patmy. | J

Ve své.prvni prici v Casopise Lékati Seskych &. 52 rod. 1950 jame
zhodnotili struénd i tuto otdzku. Pokud muigeme sledovati od téso doby
odborneu literaturu se zdd, ¥e nahled o L-forméch mikrobidlnioh jakoiito
parasitech mikrobi, které nidf jejich strukturu a dokonce je i roxpoukitdjf, .
byl Giplnd opuitén. Zbyva tedy pro jejich vyklad jedin& suposice vyvojového
oyklu, o kterém pochopitelnd nenf zatim zndmo: “ |

1. zda je obligatorni za urditych okolnostf u viech Schizomycet zejména
u ordo Eubacteriales,

2. pokud jsou L-formy parasity vysdséich organismi, zejména Slovéka,
zda cyklus miZe byti navozen pouze uméle (zdkrokem ponékud nésilnym —
penicilin), nebo zda je schopen sponténné probfhati uvnit{ parasitovaného
makroorganismu.

Kdyby pravé tato okolnost se ukézala pravdivou, byly by podstatnou
mérou rozéfteny — 1 kdyZ pouze se strany infek&niho &initele, nebot pocho-
pitelnd se tim nedotykame choroby jakofto celku — nase védomosti o zvratu
ndkterych bakteridlnich infekcf do chronického nebo subklinicky probiha-
jictho stadia, o jejich nadhlém vzplanuti v akutnf stav a obtffnosti jejich
lé¢enf ku pf. penicilinem, ale snad i specifickym imunitnim zakrokem.

Musime si tudiZ uvédomiti, Ze L-formy bakterif, i kdyZ jsou vzristové
velmi ndro®né, nebot vyZaduji vidy velkého kvanta nativntho séra a to
jeitd jen n¥kterych druhi Zivolifnych, v¥téinou také relativnd anaerobnich
podminek Zivota a pevny substrit, ktery by podpiral formovén{ jejich kolonif
a tedy jsou po této strance tiZe adaptovatelné na kultivaini pudy net bak-
terie, z nichZ vznikly, jsou opdt na druhé strand v ledatems resistentnéji.
Tak na pt. veamde jsou necitlivé na penicilin, na streptomycin jsou vétémou
citlivé, i kdyZ ve velmi nestejném rozmesi, ale ji dihydrostreptomycin na
né nepusobf; aureomycin, chloromycetin na nékteré z nich v meniich ddvkéoh
puisobf témdf jako vzristové faktory a teprve jejich velmi vysoké koncentrace
(pravé takové, jichz hladiny lze jeitd dosshnouti v lidském orgsnismu) na
n¥ pisobi #kodlivé. Stejnd tak na nd nepusobi specifické protilatky, jek
vznikly antigennim tG&inkem mikroba, ktery se v L-formu proménil, naopak
in vitro 1ze u Salmonell, ale i jinych mikroby, protilditkou s komplementem
doséhnouti pomd&rnd snadno L-variant. Tomu, #e by L-formy bakteri mohly
byti souddsti biologického vyvojového oyklu bakterif snad dokonoe i in
vivo by nasvddovalo to, Ze jejich vznik je podporovén nejen vlivy fysi-

" kAlnimi, antibiotiky, nebo litkami antiseptického Gdinku, nybri i amino-
kyselinou glycinem a jak shora fefeno, ptirozenymi protildtkami. ,
V souvislosti s L-formami bakterif nelze nevzpomenouti starych, fotogra- .
- fiemi preparéti z kultur doloienych praci Kuhnovych, i novdjlich a ovlqn |
vice teoretisujicich praci Hadleyovych, po jejichi op¥tovné rekapitulaci 9
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nemifeme zbaviti dojmu, Ze se oba tito a patrné jesté jini autoii pied nimi
s bakteridlnimi L-formami ji% setkali. Zv1a&td prvni z nich ve zméti extrém-
nich bakteridlnich variant i involugnich forem predklada utvary, které se
nesporné podobaji velkym chromatinovym t&liskam, filtrovatelnym gra-
nulim, puchytovitym formam i vakuolisovanym utvartim v L-koloniich.
Bude tkolem jednoho z nas, aby si ovétil, do jaké miry vlastné& tito autoii
sledovali skute¢nou pteménu bakterif do L-forem.

Pokusili jsme se o vyvolani bakterialnich L-forem u rodu Hemophilus.
Do pokusu jsme zaradili celkem sedm kmenti a to ¢tyfi kmeny H. hemoly -
ticus, dva kmeny H. suis a jeden kmen H. influenzae. K volb& tohoto rodu
ptivedl nds prvni kmen hemolytického hemofila (kmen $f), isolovany' na jafe
1950 z epidemie nasopharyngitid, ktery sponténn& v primokulturach vy-
tvdtel velké sferoidni titvary, ptipominajici velki kulata téliska, jak je zname
z kultur lidskych primarnich L-organismn.

Véechny tyto kmeny hemolytického hemofila, jeZ byly v této sezoné
pravidelnym nélezem u lidi trpfcich horeénatym onemocn&nim hornich cest
dychacfoh chtipkcvého razu, byly ptesn& identifikovany co do svych biolo-
gickych vlastnosti. Nalezeno, Ze odpovidaji Hemofilim svymi obligatornimi
ndroky na DPN i1 hematin a nikdy nechybé&jiecf redukef nitratd. Indol vétdinou
kmenu nebyl produkovan, fermentace cukru variabilnf. Nejlépe rostly na
¢okoladovem agaru a v bujonu 8 defibrinovanou krali&i krvi. Jejich morfo-
logie v primokulturdch byla neemirn& bizarni, nebof primokultura vé&tsinou
sestavala ze spleti vlaken a sferoidi, které rozméry a bizarnosti daleko pre-
kratovaly meze variability, jeZ jsou u Hemofila z pathologickych produkti
obvykleé. Jejich napadnou vlastnosti byla extrémni citlivost na penicilin,
v experimentu na zvifeti pouze jeden kmen usinrcoval. mysku intraperito-
nedlnd. Kmeny H. suis byly isolovdny z piipada t. zv. veptové chiipky
a celkem odpovidaly béinému popisu. I tyto byly citlivé, byt i méné&, na
penicilin. : ..

Mé&kky, &okolddovy agar o pH 7,8 8 209, konského inaktivovaného sera
a 8 109, kvasnicového vytaiku jsme masivnd naodkovali zkouenymi kmeny,
uprostted plotny kolmo k otkovaecim &ardm jsme vedli mé&lkou ryhu a do nf
vkapli 2—3 kapky 2000 j. roztoku penicilinu. Plotny jsme inkubovali anae-
robnd Fortnerovou methodou pti 37° C a otvirali po 24 hod., 48 hod., pak
tdetf, &tvrty aZ deviaty den (methoda Dienesova).

Viechny kmeny byly citlivé na tuto koncentraci penicilinu, inhibié¢n{
zona byla véak rizné Sirokd. Nejdirdf byla u hemolytickych kment. Mezi
sonou 4plné inhibice a zonou normélnich kolonif bylo pfechodné pésmo,
tvolené zcela drobnymi koloniemi. Toto pdsmo bylo téZ u riiznych kmenu
réznd diroké, u H. influenzae upiné chybélo, takZe hranice mezi zonou tplné
inhibice & normélnimi koloniemi byla ostrd. Pfi ka¥dém otevieni plotny
jsme 2 této prechodné zony délali otiskové preparity a mista s koloniemi,

makroskopicky nejvice ptipominajfcf L-kolonie, jsme vylznutym agarovym
')



blokem pleotkovali na dalsi plotnu, podobné upravenou jako plotna vy-
chozf.

V" otiskovém prepardtu z pfechodné zony jeme vidéli ¢asto kolonie, kde
kromé normaélnich ty¢inek hemofila byla jiZ i velka kulatd t&liska (obr. 3).
Nékolikrdte u kmene Sf (hemofilus hemolyticky z jarnf epidemie) a u kmene
¢. 14 (H. suis) jsme pozorovali kolonie slo¥ené ze samych velkyeh kulatych
télisek. tedy L-kolonie a to jiZ po 24 hod. inkubace, které viak nemély
typické hutné centrum (obr. 4). Kolonie ze sousednich mist a podobného
vzhledu jsme pteotkovali agarovym blokem na dalif plotny. PasdZ se ndim
podafila z kmene Sf aZ z plotny étyti a Sest dni staré a takto ziskané L-ko-
lonie, oznatené jako Sf 4 a Sf 6 mély jiZ typicky stied, jak je} popisujeme
a primarnich L-organismi (obr. 4, 5).

Tyto kolonie se viak pFece trochu lifily od kolonif nadich kmenu lid-
skych primamich L organismui tim, Ze stted nikdy nebyl tak hutny, jakoby
bez struktury, jak to viddme u primérnich L-organismu, ani jeho hranice
proti periferii tak ostrd. Tento rozdfl vynikl zejména pozddji v pasi¥ich
pit srovndvani 48 hod. kultur primarnich L-organiami a bakteridln{ L-formy:.
Kolonie samy se viak sklddaly z tych% elementl jako u primémich L-orga.
nismu t. j. z velkych kulatych télisek 8 riznym obsahem chromatinu a v riz.
ném stupni vakuolisace a drobnych kokobacilarnich granul.

Neptimym prakazem chromatinového substrdtu methodou kyselé hyd-
rolysy 8 naslednym dobarvenim Giemsou jsme zjistili dosti Setnéd drobné
kokobacildrni t&liska na hranici viditelnosti dobrym mikroskopem jak ve
sferoidech, vytvafenych timto kmenem spontdnné, tak i ve velkych kulatych
téliskach jeho L-formy, ale i ve velkych kulatych téliskdch nadich kment
primarnich L-organisma a to podobné& uloZend. Zd4 se, %e i drobné koko-
bacilarni téliska volné uloZend mimo velké elementy se skladaji vétdinou
z nukleoproteini, jef jsou typické pro jaderny chromatin. Pokus budeme
opakovati ve vétéich rozmérech tak, aby zdvéry z ndj plynouci objasnily
vztah mezi desoxyribonukleinovou kyselinou a filtrovatelnymi elementér-
nimi télisky, jeZ jsou nejmenii reprodukéni jednotkou téchto zvldstnich
mikrobidlnich forem. |

Oba L-kmeny (Sf-4 i Sf 8) se ndm podatilo pasdZovati na tuhych i te-
kutych ptidéch a to kimen Sf 6 12krit, kmen Sf 4 20krét. Rostly dobbe,
v tekutych puddch neviditelnd, vyjimetnd ve formé jemnych granulek na
sténdch zkumavky, ale zvratu v normélni hemofilové tylinky »e ndm -
nepodafilo docfliti ani po zavedeni nejrozmanitdjifch modifikaci v tpravs
pid snad proto, ¥e seriovych pasiii tekutymi ptidami bylo pomérné mdlo.
Velmi pravdépodobnd #lo o t. zv. A typ bakteridln{ L-formy, ktery je jem-
ndjif, tvoH mnohem men#f kolonie a je po viech strdnkdch mnohem bliki
primémim pleuropneumonickym organismim. Jeho zvrat na mikrobs,
z nshot venikl, se daf bud jen po velmi diouhé Fadé paséif nebo vibec ne.

Mohutnéji rostouci typ B, zhusts plichdzejici u transformovanych Sal.
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monell, ale 4 u Protea, md daleko blife k mikrobu, z néj vzelel, mife
odst8povati kolonie A typu, ale s4m je udrfovan v L-fazi vice ménd jenom
ndsilim, nebof jakmile je pfeotkovédn na pidu bez penicilinu, vraci se pry
jif po jedné generaci do vychozi bacildrn{ formy. Toto je tvrzeni Dienesovo,
které my nepovafujeme za dokdzané. Nam se spife zda, Ze to, co citovany
autor uvddi jako typ B, jsou asi ptechodné nehotové L-kolonie, které obsa-
huji obojf elementy t. j. ony charakteristické pro L-formu i pro mikroba,
z néhof vznikaji i kdy¥ posledni elementy jsou ztetelné na ustupu. Tyto
intermediérnf transformaéini fdze, jak se i ndm podatilo u nadich Hemofili
prokézati, se méni na piddch bez penicilinu ihned na typické bakterialni
kolonie.

U kmene H. suis &is. 14 se nam podatilo touto methodou ziskat bakte:
ridlnf L-formu a paséfovat ji. Tento kmen sponténné netvofil sferoidni
Gtvary, aviak vlivem penicilinu se polaly objevovati v normalnich kolo-

' pifech i v kulturéch v tekutych pudach. Kolonie na vychozf plotné mély

podobny vzhled jako u kment 8f 4 a Sf 6, podafilo se nam je pasidZovati

z plotny Sest dnt staré na tuhych pidéch, ale jen dvakrat. V prvni paséi

jsme poutili penicilinu, ve druhé vyrostly na pidd bez penicilinu ve zvI1A§t¥

- jemnych kolonifch (asi 0,056 mm) plochych, stile bez typického centra, skla-

“ dajfcich se z velkych kulatych télisek znatnd vakuolisovanych. Vyristaly
pozddji nek kmeny Sf (za Sest dnf). Dalkf pasa? se nepodatila.

Zména normélnich bakteridlnich jedinct: v L-formu zédleZf, jak se zatim
vdé, jak na koncentraci penicilinu t. j. vzddlenosti od zdroje, tak i na Case,
nebot jsme vidéli jif za 24 hodin i kolonie smidend i &isté L-kolonie, které
byly ulofeny zpravidla blife ryhy s penicilinem. Pteotkovat se ndm viak
podatilo vidy ak kolonie stardi (Styt.a Seatidennf).

U ostatnéich kment se nim nepodatilo docfliti L-forem. Nepozorovali
jsme u nich také tvorbu sferoidnich Gtvart ani sponténnd, ani vlivem pem-
cilinu.

V daliif préci budeme se snafiti ziskat L-formy ze zdstupe( nejrazndjich
seledi a sledovati jejich eventuelni morfologické a rustoveé odlifnosti od
primérnich L-organismi. Podak-h se nam ziskati lepdi & zejména difusni
rist v tekutych pidéach, pokusime se o vyzkum jejich antigennich vztahu
jednak k matefskému organismu jednak k ostatnim bekteridlnim fL-formém

. navséjem & k primérnim L-organismum.

-~

> Souhrn.

Autoti popisuji pfeménu dvou kment hemolytického hemofila a jeden
kmen H. suis na t. zv. bakteridlni L-varianty & to vlivem penicilinu.

Transformace byla docflena na Sokolédovem agaru, v néni z centrél-
niho #ldbku difundoval do hemofilem naolkované plotny shedény peni-
cilin. Na pfechodu mezi sterilni zonou a pésmem norméiniho r&stu.bakterii

\
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vyrostly po nékolika dnech kolonie, v nichs postupné zastiZeny jednotlive
;. ptechodnf fize od kolonif hemofila pres smifené kolonie, obs:;hujioi jedts
i o ‘t,ypické hemofily ale i elementy charakteristické pro L-formy, a2 k zcela
¢istym L-kolonifm.

~ Typické L-kolonie po jeétd jedné pasézi na pudé 8 penicilinem se ukdzaly
- 'bytiina optiméinim &okolddovém agaru (bez antibiotika) stalou a neménnou
 variantou, jeZ mohla byti udrfovéna a% i v dvaceti paséZich.

| ,% Spontann{ zvrat na hemofila u némi pozorovan)'r-ch mikrobi nenastal.
e H. hemolytlcus, jet mohl byti nejsndze transformovan na v nasich pomérech
% neménnou variantu, byl primArng stigmatisovan tim, %e primokultura obsa-

. “ - hovala velké mno#stvi zdufenin v prabshu bakteridlnich vldéken i samo.
B statnych sferoidi. Zd4 se, £e takové kmeny bakterialn{ }sou zvlastd vhodné
. & patrn® 1 schopné pfemény v L.varianty.

V préci se diskutuje mofny vyznam L-variant v priibdhu infekce in

;. VviVO.
. AR JaKawvyenue,
'_ _ABTODH ONMCHBANT Npespamenre Asyx wraMMoB Haemophilus haemo-
“ f lyticus u oxHoro mrraMma H. suis nox BINAHMEM HEeHHILHINIMHA B TaK HA3H-
: - paeMue OakTepmaabine JI-BapRaHTH.
’ ; Tpancpopmanun NO6RIMCH ABTOPH HA LIOKOJAJHOM arape, B KOTOPOM H3

Y  NeHTPAJIBHOTO KeNo6Ka NUGYHAHPOBAT pPABKMKEHHMH NERMIUIIMN B 1H-
% TaTeqbHYI0 Cpeay C moceBoM KyabTyTH Haemophilus. Ha mnepexome Mmemay
CTepHJAbLHONA 30HOR W HOPMAJBLHOR 30HOH pocTa 6aKTepHHt BHPOCAH, HECKONbKO
JHeft COyCTA, KOMOHMH, B KOTOPHX GLUIM NMOETEeNeHRO OGHAPYHOHK OTAebHHE
nepexoannie gpasn: roaoumu Haemophilus, cMemanunie ‘Koaouuu, coaepxamme
eme THOMJYecKHe KyJbTyYpH Haemophilus, HO Toxe eneMEHTH XapaKTepHCTH-
yeckne gan Jl-popu, x copceM ancTHE JI-KOJNOBHEHK.
5. Tumuueckue JI-KOJOHME mnocje OZXHOrO Nnepecesa HA NHUTATEJAbHYIO Cpeay
¢ ¢ NeHMUWIJTMHOM OKA3aJHCh TOMEe Ha ONTHMANBLHOM IWIOKOJagHOM arape (6e:3
AHTHOHOTHMKOB) NOCTOAHHLM, HeH3MEHYNBHIM BapHAHTOM, KOTOpPHLIA MoOr co-
XPaHATLCA H B JBaJLATH MEPeCeBaXx.
2. Cnonrannoe npespameHse 8 Kyabrypy Haemophilus He 610 y Hamu pac-
‘. cleposanHux MukpoGos obmapymeno. Haemophilus haemolyticus xoropuit
‘§. camhM nerknM o6pasoM TPAHCHOPMHPOBAJICH B NOCTOAHHME BAPHAHT NpR
& dmMx ycnoBuax, Guil NPNMapHO CTHFMATR3NPOBGH TEM, UTO MPHMOKYJILTYpA
§ copepmana GonbiIoe KOANYSCTBO ONYXOaefl B XORY OaKTepHAALHMX BONOKOR
5. . N.CaMOCTORTeAMHMX CPepPONROD. iamercs, w0 GanrepuatLHLe WITAMMM €TOTO
. -7 pona 0COGeHHO MOAXOAAT, M YPO OHN OWEBNAHO CNOCOGHM K CnonTaHHofl mepe-

R R0
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"4 Wenme n Jlnapmanty. 3
3 - B pedepare paccMaTPEBSTCH BOSMONNOC SHAYONNG J1-BADNANTOB B XOAY
Ak “HeexnuM ¥H BNBO. | | |




Dr Frantisek Patocka - - Dr Milada Suchanova:

Bakterialni cyklus t. zv. L-forem mikrobi.

Obr. 1. Normalni preparit z kultury Hemophila, barveny Gramem. Mimo
ty¢inkovité normélni tvary jsou na obrazku patrny velké syté zbarvend
sferoidni utvary, spontanné vytvorené. (Zvétseno 1050 .)



Dr Frantifek Patotka  Dr Milada Suchanovi:
Bakterialni cyklus t. zv. L-forem mikrobi.

Obr. 3. Piechodné forma mezi normélni bakteridlni kolonii a bakteridlni
L formou Hemophila z obr. 1, kde mezi normélnimi ty&inkami vidime
vétdi mnodstvi velkych kulatych t8lisek, misty s dobfe se barvicimi chroma-

tinovymi hmotami. (Otiskovy preparat barveny Giemsou, zvétieno 500 x .)



Dr Frantisek Pato¢ka - Dr Milada Suchanova:

Bakterialni cyklus t. zv. L-forem mikrobi.
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Obr. 4. L kolonie odvozeni z Hemophila z obr. 1, skladajici se pouze

z velkych kulatych télisek, vétSinou hodné vakuolisovanych. Jen néktera

obsahujf vétsi mnoZstvi chromatinu. (Otiskovy preparat barveny Giemsou,
zvétseno 500 x .)

Obr. 5. Typicka bakteridlni L kolonie s hutnym centrem a krajkovitou

']

periferii, - vzniklé pireotkovianim kolonie z pfedchoziho obrédzku. (Otiskovy
preparat barveny Giemsou, zvétseno 500 X .)



Dr Frantisek Patodka — Dr Milada Suchanova:
Bakterialni cyklus t. zv. L-forem mikrobi,

L] .

Obr. 2. Otiskovy preparét normélni kolonie téhoz Hemophila, barveny
Giemsou. Tu a tam lze vidéti spontanné vytvofené velké sferoidni utvary.
(Zvé&tSeno 10560 x .) :



Summary.

The authors describe the production of L forms by 2 strains of Hacemo-
‘phi]luﬂ haemolyticus and one strain of Haemophilus suis in the presence
of penicillin.

The production of L type colonies occurred on chocolate agar plates
with a central hole for penicillin. L forms grew on the border of the sterile
zone of penicillin action and the normal growth of Haemophilus colonies.
It could be shown by the method of wet stained preparations that among
the L forms all stages of transition from mixed colonies to pure L forms were

present.
Typical L form colonies were completely stable in subculture for 20 pass-
ages. The original bacterial colonies were never regained from the L colonies.

All strains of Haemophilus haemolyticus which produced L forms
most easily had a peculiar appearance on primary isolation from the human
throat: between the bacilliary forms were atypical threads and numerous
spheroids. It seems that such cultures are exceedingly disposed to transform-
ation into L forms. Robinow’s method showed an aecumulation of a chro-
matin-like substance in both, i. e. spheroids of Haemophilae and large round
bodies of L forms.
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