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Novy druh anaerobmho mlkroba tvor1c1ho
- pohyblivé kolome

Prof MUDr FR. PATOﬁKA—-—doc MUDr V. §EBEK

Predlozeno dne 4. kvetna,, 1 9_51. _ '

Zn&lostl striktnd anaerobm vaginalni flory — zvI14§té za pathologlckych -

o stavii — jsou stéle jesté nedokonalé. Opétované se stava, Ze jsou z posevnich |
' vytoku vypéstovany anaeroby (vétSinou nesporulujici), které mohou byti
© zafazeny jen obtiZné a s urcCitou reservou. Pri tom je pravdepodobne Ze
~jde &asto o dosud neklasifikované druhy, které snad jiz byly pozorovany,

 ale dosud nebyly nikym zevrubng prostudovany. ' ' |

| Za nekolikaleté spoluprace zdarilo se nam isolovati radu t&kovych -

- krob, z nichZ nékteré byly dokonce i pathogenni pro zviie. Mezi nimi byly

druhy, které v mezinirodni literatute byly uzniny jako nové. Jelikoz jsme

shodn& s ¥adou autorii zajedno, Ze taxonomie anaerobnich mikroorganismi

" nesporulujicich j je v {plnych zadateich a stejné tak i nase védomosti o jejich
- fysiologickém, p¥ip. pathologickém vyznamu v zZenském pohl&vmm ustroji, -
zpracovaviame tuto otdzku systematicky déle. P¥i tom obdas prokdzeme
‘mikroby zajimavych vlastnosti, z nichz jeden je predmetem této prace.

I kdyz jde o mikroba, jen vyvoldval zietelné toxické reakce u zvirat, jak

bude niZe uvedeno, nemuzeme tvrditi, Ze byl pFi¢inou obtizi pacientky,
o niz referujeme. Pfesto se nam vsak podafilo na ném zachytiti fenomen
tak podivuhodny, Ze jsme se odhodlali jej &ife popsati, a to tim spife, Ze
mezi striktnimi anaeroby jde o viibec prvni pHmy prikaz tohoto zjevu,
p()zorovatelnj? za, pouZiti zvladtni metodiky pod mikroskopem.

- Klinicky béZelo o dlouhodoby a diagnosticky znaéné nejasny pripad.

Zena 39leta, ktera asi 8 let trpéla neuréitymi nervovymi potizemi, zjistila, %e
miva pravidelné teploty kolem 37,5°. ProtoZe nervové potize 1 teploty se
- stavaly trvalymi, podstoupila viestrannd vysetfeni a léteni, jejichz vysled-
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kem byla také extrakce nékolika zubd s granulomy, tonsilektomie a navrh
‘na apendektomii. Vedle toho byla lé¢ena autovaccinami, vypestov&nyml '
z. krénich a nosnich natérd, sulfonamidy, pemcﬂmem neurosedativy atd.
74dné = ‘vySetfeni nepfineslo vysvétleni stavu. Bylo pomysleno na nejriiz-
- n&j¥ divody teplotné elevace: Appendicitis, Pharyngitis, Bronchiectasie,
- Endocarditis, Cystol)ye]ltls Tbe, podnéty hormonalni a diencefalické.
Asi po roce byl konsultovin gynaekolog, jemu# se stala ndpadnou sou- -
vislost horedek s menstruagni teplotnou kiivkou: Poéinala se zvedati
 vidy v dobd ovulaéni a vyvrcholila poddtkem menstruace (az 37,8°), nade?
v druhém a-tfetim dnu jejiho trvani rychle poklesla k norme Menstruace

 byla vidy prawdelna typu 28denniho, normalné trvajici, nebolestiva, ale

v praemenstru&lmm case predchazena bolestmii vpravo nad pupartskym
vazem a néisledovaly po ni obvykle zdchvaty silné migrény. Nemocn4, inte-
llgentm a vzdéland Zena, byla krajné nervosni, stridavych nalad a raznych
- potiz, velmi se zhubla a trpéla st¥idajicimi se ‘bolestmi v kloubech, v krajiné
srdedni, v podpazmch zlazach a v pravém hypogastrm prchavymi.a svédi-
vymi exanthemy a Strld&]lclml se pocity horka s mrazenim. '
Gynaekolog nagel citlivé, le¢ nepatrné zduteni pravého vej jcovodu tésné
pii odstupu od dglozniho rohu, a mirny bélavy hlenovity vytok z hrdla

| | de lozniho, ktery byval zvld&té hojny pti rozdileni. Palpacni citlivost se

‘fasem rozitovala i v oblast coekalni. Pii mikroskopickém a kultivaénim

~ vysetieni vytoku nalezeny v homem poétu posevni bitikovei, aerobng: Ente-

- rococcus a Pseudodiphterie, anaerobné: B. melaninogenicus a Gram -+ v1dk-
nité Bacterium (Catenabacterium) spolu s Ojedmelym1 degenerovanyml for-i. -

- _'-ma,ml Doderlemova lactobacila — BK nenalezeny:. ' -

‘Pochva jevila znamky lehkého chronického z&netu ktery vsak- nepi-

- SObll pacientee zadnych subjektivnich potiZi.

Jezto gynaekologicky nalez byl ze vech Vysetrovacwh vysledku nej-
. zretelne]m a teplotnéd kiivka jevila z¥etelou zdvislost na menstruadnim cyklu,
nebylo mozno odmitnouti domnénku, Ze p¥iéina choroby le#i v pohlavnich
organech. Byla proto zavedena obvykla celkovd i mistni proti-zdnétliva
- gynekologicka 1ééba a p¥ipojena té% autovaceina, le¢ zlepSeni nastalo jen
v bakteriologickém pofevnim nélezu: Nejprve vymizeli bi¢ikovei, pozdéji

i Catenabacterium s privodnou florou, kdezto Déderleinovy bacily nabyly

rychle pievahy. Sedimentace 5/10, BM -1, tlak krevni 110/90, obraz krevni
- normalni. Oelkové subjektivni obtiZze i teploty se zlepSily jen prechodnd
a neupravila se trvale ani ztrata télesné vahy (54 kg). Teprve po roce se
- ukézaly opét ojedinélé trichomonady, ale Catenabacterium se ji% vitbec ne-
vyskytlo. BK nebyly vypéstovany ani pfi opakovanych kultivacich z men-
struaéniho tamponu. Zlepieni, kterd z gynekologického 1é&eni nastala, byla
jen prechodnd a nakonec prevladl opét byvaly chmmeky chara,kter avsak
~ tentokrat piece jen v ponékud zmirnéném obraze.

Zie viech vypéstovanych mikrobli nds nejvice zaujalo Gram - Bacte-
rium, tvorici vldkna, o michZz bylo p¥i bliz§im Setfeni zji¥téno, %e zlasti
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sestévaii o tydinok 85, dlouhyeh, sefasengch v Teténce. Celistvi
- vl:—ikna 1 i’-etézce byly dlouhé 30—50 .. Segment&ce viaken v tyémky _H_byla

patrna pouze na zbarvenych preparatech. V nativnich prepardtech ptisobila

vldkna dojmem, Ze kompaktni a nepferuseny obal obklopuje celého mikroba.
Vétveni vldken nepozorovdna, zato viak zadasté provazce, spletené z fila-
mentosmoh utvarq, vznﬂm]lcl tim, Ze se Jedno vlakno ovinovalo kolem
'druheho _ R | ' :
Jinym- zajlmavym fenomenem byl vyskyt Velkych kulatyeh tehsek na
~ koncich nebo v pribéhu vlaken. Napodatku jsme je povazovali za mlada
- stadia spor, ale pozdéji se ukdzalo a to zejména hydrolysou a tinkci podle
‘Robinowa, ze jde o Gtvary, pozorované dnes u celé rady mikrobt a charak- -
terlstlcke zejména pro t. zv. L' — formy bakteridlni. Tyto zduFeniny, kdy?
byly podrobeny kyselé hydrolyse pii temperatute kolem 58° C a Zbarveny
- podle Giemsy, ukazaly se byti sloZeny z preeetnych chromatickych granul,
velmi nepatrnych rozmeru, JBJIOhZ podstatou Jsou patme nuklemy desoxy-
r1ibosového typu. ' | ' | '
~Skutecéné spory v cistych kulturich neprokazany ani po nekohkane-_
delm kultivaéni dobé. -Stejné tak stfedni resistence mikroba proti teplu

(velmi hustd bouillonové kultura snesla sice Jesté nékdy zahfati na 70° C
- po 30 minut, ale nikdy ne teplotu 80° C) nesvédd& pro mikroba sporulujiciho.

Proto jsme se odhodlali prozatim zafaditi tohoto mikroba mezi anaeroblonty ,
nesporulujici. Vzhledem k tvorbé: vldken, slozenych Vetsmou // dlouhych'
Tetézcu Gr -+ tycmek klasﬁzku]eme ho provisorné Jako mlkroba /s genus
Oatenabactermm '
 Dosud nenf bezpecue rozhodnuta, také otazka pohyblwostl tohoto Cate-
nabacteria. Bi¢iky se ndm nepodatilo prokizati ani na velmi mladyeh ani
vyspélych kulturdch, ziadnou z béznych barvicich metod. Stejné tak jsme

- nikdy Il@Z]lStlll pohyblwost vldken & fetizkd ve vy3pelych kulturdch (v na-
- tivnich prepa,ra,tech) za, anaerobnich podminek. I tato okolnost prlspela

k tomu, Ze jsme mikroba Z&I‘&dﬂl mezi Catenabacteria, ktera b&zné plati
za mikroby nepohybhve Granulosova reakce ve vlaknech byla, nega,twm
| Grampomtwlta, jak tomu byvé u anaerobi, byla, na,_prosto zfetelnd v mla-
~dyrch kulturdch. Starlm se mlkroby stavaly Gram ]abllmml a,z Gmm nega--
_tlvmml | | | | _
-V nativnich prep&mtech ze starych kultur bylo Ize zhusta pozorovati
~ ovalné téliska, dosahujici aZ velikosti kvasinek, vysoce ldmajici svétlo a na-
zloutlé barvy. BéZnymi metodami se tyto ttvary nebarvily.. Jak se pozdéji
- ukdzalo, §lo pravdépodobns o tukové kapénky, uvolitujici se rozpadem kul-
~ tury, které snad . jsou analogické cholesterolovym kapkém, prokézanym
Patridgem a Khenbergerovou, v kulturach Sbr‘eptcbacillus moniliformis. -
Optimum vzrastu bylo kolem 35° C. Mikrob byl velmi striktnd anae-
- robni, bouillonovd kultura z podatku vykazovala lehky zdkal, z ndhoz pFi
~ dal&im vzrdstu vznikl jemny vatovity sediment; p¥i Cemz zbytek bomllonu_
se uplné vy]asml | ! AR
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Kvlonie v hloubce agaru byly dvojiho druhu: jednak ¢odkovité, jednak '
' nepmwdelne s hrbolky. Vzrast na povrchu krevniho agaru za striktné anae-
robmch podminek po 3—4 kultivaénich dnech se projevil tvorbou povlaku
Jjemné voskovite konsistence. Tento povlak byl husté proset okrouhlymi
~ vyvyseninami, jez odpovidaly (jak se p¥i dalgim studiu ukézalo) isolovanym
koloniim mikroba, které splyvanim vyb&zki, jez tyto kolonie vysilaly, se
~doplnily v souvisly povlak. Na Zidné z pouzitych zvifecich krvi neprojevil
“mikrob ani stopy hemolysy. Byla-li kultivace na povrchu krevni plotny
predcasne pieruSena, takZe povlak dosahl pouze asi 1/, nebo 1/, povrchu
kultivacni pudy, ukdzal se na neporostlé plose krevniho agaru zajimavy

zjev: Nékolik mm az 1 cm od okraji povlaku, bylo lze pozorovati na krvi 1

© Cetné, drobné kulaté kolonie mikroba o priméru !/,—2 mm, z nichZ nékteré

byly zcela bez spojeni s povlakem k jinym vedla SplI‘&lOVlt@ zatocena,

dvojité konturovani stopa od okraje povlaku. V centru spirdly se pak

 nachézela jiz uvedena mals kolonie. Ji% z tohoto népadného fenomenu bylo
patrno, Ze jde patrné o Bacterium, obdafené vyjimeénou schopnosti vy-
‘tvafeti t. zv. pohyblivé kolonie a proto rozhodnuto, Ze bude u¢inén pokus,
potvrditi existenci tohoto vzacného fenomenu prlmym pozorovamm rostouci
baktermlm kultury ' ' ' o

| erchemlcke vlastnosti mikroba nebyly markantni. Stupeti acidity kul-
tury v jatrovém bouillonu po 14denni kultivaci byl asi pH 6,2. Plyn byl
produkovan v sotva wdltelnych mnozstvich, rovnéz po velmi dlouhé in-
‘kubaéni dobé. Prakticky zaddny z 21, bé#né k tomuto cili uzivanych uhlo-
~ hydratd nebo polyalkohold, nebyl fermentovan po dobé 18 dnid anaerobni
_ kultivace. Mléko bylo po velmi dlouhé dobé a jen zdasti koagulovano.
~ Gelatina nebyla nikdy zcela proteolysovina, po l4dnech se stala zietelns
mékdi. Ani vajetny bilek, ani fibrin, ani koagulovane serum nebyly zménény.
.-Acetom nebyl produkovan, zato viak zji§tény stopy indolu, NH; a H,S.

Nitraty byly redukovany. V primokultuie a v nékolika nasledovnych pa-

- séazich byl mikrob z¥etelné pathogenni pro labotatorni zvifata, nebot vyvo-
laval podkozZni absces v misté inokulace u morcete a hnisavou meningitis
pfi subdurdlnim vst¥iknuti kralikovi. Tyto slabé, ale zietelné pathogennl-
| -vlastnostl vsak se v pozde]smh subkulturaeh zcela ztmtﬂy

- Z ve]ke rady mikrobid, s nimiz jsme ho porovndvali podle jejich popisii
ve svétovém pisemnictvi, odpovidal na§ mikrob nejvice anaerobu, naleze-

- nému Junganem a popsanému znovu Prévotem, jako Catenabacterium fila-

‘mentosum. Cat. fil. je vSak zietelné sacharolytické, neredukuje mtraty, pro-
dukuje acetoin, tvoii plyn a rychle koagulu]e mléko. Rovnéz lipoidni kapky
~a tvorba pohyblivych kolonii jsou nezndmy u Junganova mikroba. Nechd-

vame tedy otazku presneho zarazeni prozatlm otevienu. V pripadé, Ze by o

~u naseho mikroba skuteéné %o o Catenabacterium, bylo by s nejvétsi
_ pravdepodobnostl druhem novym, pro nehoz ne) jvhodnéjsi pO] menovam by
bylo Oatenabactemum rotans. '
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| Uvedh jsme Jiz z kraje, Ze jsme povamvah za SVU] hlavni ukol pro
N studovam pohyblivosti kolonii naSeho mikroba, a to piimou cestou, co#

B ‘az do té doby u anaerobt déldno nebylo K tomuto cili jsme pouzili modifi-
- kace Fortnarovy mikrokultury. Kryei sklicka vét§iho rozméru byla pono-

fena do hodnotného agaru s prld&mm thioglykolové kyseliny ve zfedéni
1:10.000. Agar, zachyceny na sklitku v tenké vrstve rychle ztuhl, takZe
~ bylo snadné, jej sterilnim skalpelem s jedné strany odstraniti aplné a na

druhé strané z ného ponechati pouze ¢tveredek, prave tak vellky,, aby dobre

- zapadal do hlubiny na, podloznim sklicku, uzivaném pro tkanové kultury.
Ze 2—3 dny staré kultury Catenabacteria, vyrostlého na krevni plotné, se
pfenesl obsah klicky doprostfed agarového &tveretku. Nato se jeho okraje
_ 'naockovaly asi 1 mm Sirokou kulturou Serratia marcescens. Kryei sklidko

~se polozilo kulturou dovnit¥ nad Vyhloubenmu v podlozmm sklicku a jeho

- okraje se k nému neprodyiné pfipevnily smési parafinu a vaseliny. Bylo

o nutno pI'&GOV&tl velmi rychle, nebot Caten&b&eterlum je &bnormalne citlivé

na O, Trochu vodnich par, usazenych na krycim skli¢ku, nerugilo nijak
- mikroskopicka pozorovéni. Kulturu bylo lze dobie sledovati malym i velkym
' zvétsenim suchého optického systému a byla-li VI‘StVEL agaru dostatecne
tenka dokonce 1 VOdIll Immersi. '

Kultura byla prohlednuta ihned po naodkovani pod mlkroskepem a po- _
: psana ‘Pak vloZena do termostatu a po Fadé kultw&cmeh hodin vzdy znovu
bedlivé. prohhzena - ' e

_ P¥i prvnim prohliZeni inokula zjisténo, ze sestavalo z &morf.m masy, -
v ni% bylo lze rozeznati blize okra]u kratké tyemky a zcela na okraji i oje-
dinéld vlakna, ktera bez jakéhokoliv uspora,da,m viemi sméry vystupovala
Z naookovane kultury Vzrist inokula pocal u nasich pozorovani po dobé
mezi - 9—18 hod. pii 37° C. Ostani prubeh zélezel predeviim na rychlosti
vzristu a tato byla, jak samozre]mo amérng kvalité pouzitého agaru, jeho
| '-redoxpotencmlu a starl 1 mnozstvi inokula. Tak na pf. nejlepsi vysledky
- jsme dostali pouze na agaru s thioglykolovou kyselinou, na némz inokulum
‘buji velmi rychle. Zde byl fenomen pohyblivyeh kolonii, jak bude nize
‘popsan, daleko nejlepsi. Bylo-li pouZito agaru hez thloglykolove kyseliny,
- vyrustaly z centralniho inokula provazce mikrobidlnich vldken, jez se zéasti
vracely zpét, takze vznikl koneény ttvar, podobajici se kolonii bacila anthra-
~ xu, pfi ¢emz formace I‘Otll]lOlCh mikrokolonii byla absolutni vy]unkou -

Poc&tek vzristu, sledovan pod mlkrosk()pem se projevil tim, %e mezi
neuspofddanymi viakny, vy¢nivajicimiz naockované kultury, se nahroma,dﬂa,

vét&i kvanta relativng kratkych tydinek, podobnych tém, o nichz jsme se

* zminili pfi popisu inokula, ale mnohem vice lamajicich svétlo. Tyto refrak-
tilni utvary, které bylyz kraje pa,tmy bez jakéhokoliv systému na pemferu

 inokula, se béhem né&kolika dalsich kultivaénich hodin podaly usporad&vatl'

v pravidelné shluky diskovitého tvaru, hladkych, kula,tyoh obrysti. Tyto
: dlskov:lte az. po]okulowte utvary pak sedely, jakoby pmpmveuy na perlferu .
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rogtouciho 1110ku1& prl cemz z ného Vynlkaly pouze malym usekem svého
“obvodu. | R . |
Po nekohka dalsmh hodmach se vnitrni struktura dlsku zmemla, J ed -
notlwe tyéinky v ném ztratily svij presny tvar, ale témér soucasné se na
~periferii disku podalo rysovati prvé vldkno, které se jako spirdla stidelo
stale vice dovnitt a k centru diskovitého aglutindtu. Nakonec se cely atvar
proménil v plochd kole¢ka, nebo ve velmi husté prsténce, jejichz pramer
kolisal mezi 60—200 u. Na prsténcich i koleckach bylo zfetelné vidéti, ze
'byla Vytvoren& z. Jjedné vrstvy vlaken, stocenych sp1ra10v1te v prsteneovy

 Ytvar.

' Ne]z:a;ji'ma}véj_éim zjevem viak bylo, ze ploché prsténce Vlé’ken'-i kolecka,
~nebyly tatvary staciondrnimi, nybrz se pohybovaly, a to dokonce dvojim -
zpisobem. Predeviim se otdlela koletka kolem své vlastni osy rychlosti,
kterd byla imdrné jejich velikosti a staif kultury. Cim byla kultura mladsf

 a koletko mend, tim byl otativy pohyb rychlejl. U kultur 2dennich byl

pohyb velmi pomaly a koncem 3. dne pravidelné. prestal tplné. V nékolika
‘ptipadech jsme namé&¥ili, Ze kolet¢ko o praméru asi 150 u, z kaltury 30 hod.
staré, se ototilo jednou kolem své osy promérné za 1 minutu. Otddeni kolem
vlastni osy se délo v&tsinou proti sméru hodinovych ruditek. Vzacnsji byl
pohyb opaény. U nékterych zvlasté velikych koletek bylo lze pozorovati
soutasny pohyb obéma sméry. Vnitiek se pohyboval ve sméru a periferie
proti smeéru hodinovych rucicek. Tento pohyb vsak nebyl jediny. Soucasné
s ota¢enim se uvolnilo koledko z jej obklopupmho inokula a velml pomalu
Se pohybovalo centmfug&lne k okra]um kultivacni pudy

_ Pokud bylo lze rozeznatl na téchto nativnich prepar&tech Vetsml Zvétie-
semm a jak bylo zpsteno na barvenych obtiskovych preparatech skladal
se prsten z velikého poctu vlaknitych bakterii nebo Tetizkh, v nichz se
obcas ob]evﬂa hruskovita zdutenina, odpowda]lm shora popsanym velkym _
_-chromatlckym t&lisktim. Mimo tato kolecka se ¢as od ¢asu vyprostilo z ino-
kula 1 ]ednotlwe dlouhé vlakno, které se velmi pomalu klouzavym pohybem !
a v Sirokém polokruhu (ktery je podle vieho rovnéz tsekem spiraly) pohy-
| bovalo centmfugalne smérem k perlferu Stavalo Se zhusta, ze takove vl&kno
_ po Sobe zanechalo na povrchu agaru jen zvolna, m1z101 stopu. '

- Pohyb téchto vldken netrval nikdy dlouho. Pokud bylo MozZno pozo-
rovatl zdalo se, Ze se tato vlakna nejenom pohyboval& klouzavé centrifu-
' gaIné, nybrz Ze se i otacela kolem své dlouhé osy, coz bylo lze vyvozovam
z toho, %e jednak ménila Sait] tvar, Jednak z faktu, ze kdyz se setkal& |
2 takto putu]wl V]&kﬂ& ‘pocala se otddeti kolem sebe. '

. Casto jsme pOZOI‘OV&]l 7€ .8e 7. nekterych rotu]lclch kolecek uvolnila
vlakna, ktera se prodluzov&la az dosahla okraje jiného kolecka. S timto

koleékem se spojila, ¢im% byl vytvoren mezi obéma kolecky most, ktery

vzrastanim. dal¥ich vldken stale silil, a% se obé koletka proménila v nepra-
videlnou ovalni formaci, na ni% jiz #4dného pohybu nebylo lze vidéti.
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- Jak jiz vyse uvedeno, trval pohyb koleCek zretelneé pouze prvnich
48 hod. Tretiho.dne se zvoliioval, aZ se jeho koncem zastavil. Celkovy pohled
 na mikrokulturu mengim zvétéenim byl velmi zajimavy. Z rozrostlého a zvét-
~ %eného centrilniho inokula, které z naockovaného fragmentu _kultury. se
proménilo ve velikou a u8p0fédanou bakterialni kolonii, vychazela stile
novéa a nova vlakna i vétsi ¢i mensi prsténce, piip. kolecka, ktera nesporné
 odpovidala mikrokoloniim bakteria. Tyto mikrokolonie, ]e]mhz pohyb se
mezitim zastavil, obklopovaly ve vzdalenosti nékolika mm a% i !/, cm pa-

 vodni kultura, pti dem# nékteré z nich byly s ni ziejmé spojeny provazei

vldken, kdeZto jiné zistaly zcela oddéleny prazdym prostorem agaru, jako
samostatné jednotky, pripravené k dal¥imu vzrastu. V nasledujicim podaly
‘mikrokolonie ztraceti sviij plochy charakter a ménily se v trojrozmérné
konvexni bakterialni kolonie okrouhlych kontur, na nichZ uZ slozeni z jed-
notlivych vldken nebylo vice patrno. Tim byl vzrist mikrokultur v pod-
- staté ukoncen a vzhledem k tomu, %e asi soudasné byly také vyderpany

,iiviny 7 pomémé malé kultivaéni plochy, nastavaly pii dalst inkubaci zmény -

~ regresivni, svédciel 0 postupu]wl degeneracl 1ak ]ednotlwych Vla,ken tak
~celych kolonii. : . |

. Plynuly postup techto degenera,twmch Zmeén se sice nepodarﬂo vzdycky

stejné dobfe zachytiti, ale v piipadech, kde se tak stalo, vypadaly asi
- nasledovné: Pryni znamkou nast&va]wlho rozpadu bylo ob]evem se velkého
poctu drobnéjsich granul v pribéhu vldken. Béhem dalfich dnt stdvala se
celd kolonie jakoby prthlednéjsi, jeji struktura mizela a pouze jeji obrysy
a Setnd granula uvnitié byly jests viditelné. V centru kolonie se pak témer
pmwdelne objevila neurditd kapka nazloutlé tekutiny (patrné jde o lipoid),

- je jest asi produktem metabolismu nebo autolysy mikroba. Po Gplném

.rozplynutl kolonii, se tato kapénka uvolnila, nabyla, okrouhlého nebo oval-
ného tvaru a stala se podobnou erythrocytu nebo kvasince. Podle vseho
slo o tytez Gtvary, jaké popsany shora pfi zhodnoceni ‘mikrobi4lni morfo-
' logle a o kterych piedpokladdme, Ze jsou analogické s cholesterolovymi
 kapkami, prokdzanymi Patndgem a Khenbergerovou v kulturach Strepto-'
bacillus moniliformis. ' _

~ Porovname-li vzrust mikrokultur s popisem vzristu na plotnach jak
byl shora podén, vidime témé&F aplnou analogii. Uvedli jsme jJiz, ze pri
predcasnem preruseni makrokultury lze zachytiti zfetelnd stadium cestuji-
~ ¢ich mikrokolonii. Jeito viak mohutna vrstva krevniho agaru skyta. mikrobu
“daleko vice vzristovych moznosti, je pochopitelno, %e vldkna vyrtstajici
-z jednotlivych mlkrokoloml se navzajem proplétaji, az nakonec vytvorl
kompaktni povlak, v némz malé kolonie uplné mizi, vétdl se pak projevuji

~ pouze hrbolatymi vyvyseninami, jimiz je povlak mnohocetne poset. V anae-

- robni makrokultufe velmi napadny a kuriosni fenomen pohyblivych kolonii
nemuze bytl piimo pozorovan, nebot otevieni plotny znamena okamZité
“zrufeni anaerobnich podminek, jez opét vede k zastaveni pohybu kolonii.

o Pozorovani tak zajimavého a v mikrobidlni ¥i8i pomeérné. vzacneho fe-
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 nomenu, jako je tvorba rotaénich i odstiedivé pohyblivych kolonii, ptimo
~ vyzyva ke snaze o vysvétleni p¥idin této neobvyklé bakteridlni schopnosti.

Predeviim jsme zjistili, Ze na§ pifpad je prvy, kdy tento zjev mohl byti
piimo sledovan u striktng anaerobnich mikrobi. Jak bude ni%e uvedeno,
je u nekterych Clostridil také predpokladan, ale primé pozorovani pohybu

dosud chybi. Vsechna Clostridia, ktera jsou podeziela z tvorby pohyblivych |
- kolonii, a viechny dosud popsané aerobné rostouci bacily, u nichZ tvorba

pohyblivych kolonii byla viditelna, jsou mikroby obrvené a tedy indi-
vidudlné pohyblivé. Je pak nasnadé, Ze rota¢ni i lokomoéni pohyb celé
bakteridlni kolonie se vykladal jako vyslednice pohybu ]ednotlwych mikro-

 bialnich tyc¢inek. V piipadé. naseho Catenabacteria je vSak situace asi jina.

‘Nepodatilo se ndm uného prokazati bi¢iky a i velmi mladé kultury, zkougené

v nativoim stavu za anaerobnich podminek, byly zcela nepohyblivé. Vy-

jimkou by! klouzavy pohyb zcela ojedinélych vliken, pozorovany v mikro-
kultufe, ale ani ten netrval dlouho. Bylo tedy na misté hledati p¥i¢inu po-
- hyblivosti nékde jinde, zejména v metabolismu mikroba. Piikladem k tomu
- nam byla Rackerova prace. Racker studoval t. zv. ,,plazeni* t. J- znamy
vzristovy fenomen u Bacterium proteus. Friedemannovi i ndm se podaiilo
 zjistiti, Ze v plazivém piedvoji dlouhych vldken rostouciho protea se vytvari
(byt i velmi vzacné) po kratkou dobu rotujici kolecko z dlouhych mikro-
~ biélnich forem, které se viak po Case opet rozplyne. Zda se tedy, ze »plazeni™
protea a tvorba pohyblivych kolonii jsou tenomenem velml blizkym.

Racker zjistil, Ze hlavni podmmkou pl&zweho vzrastu protea je pfi-
tomnost glutaminové kyseliny v kultivaéni padé. Na piadach zndmého slo- _
- Zeni bez glutaminové kyseliny vyrtstal proteus vZidy v uzavienych kolo-
niich a nikdy se neplazil, atkoliv obrveni a lokomoé¢ni pohyblivost jednotli-

vych bakterialnich ty¢inek zistala plné zachovana. Zd4 se tedy podle této .

~ prace, 7Ze zjev, blizky tvorbé pohyblivych kolonu neni nutné vyslednici
pohyblivosti Jednothvych tycmek nybrz e ma ]1116 a to met&bohcke i fys:l_-
'_ kalm predpoklady ' | - o |

" Pokougeli ]sme se O docllem vzristu Catenabacteria a,lespon na polo— '
defmovatelnych padéch, coz se ndm skuteéné zda¥ilo v tekutém prostredi
| podle Bernheimera (béZné se uziva k produkcl streptolysmu) 7.8, dodatecneho .
'pmdam thioglykolové kyselmy Nepodarilo se nam vsa,k pnme‘ol mikroba
ke vzristu na tuhé phade podobneho slozeni. Proto jsme provedli pokus
' tak, ze Jsme mikrokulturu zaloZili na agaru se zredenym bouillonem, tedy
‘na pude relativné chudé. Tvorba mlkrokolonn byla na ni skutetné pouze

~ naznadena. Ve vlastnim pokuse jsme k téze ptds pI‘ldEbll glutammovou

' kyselmu v lehkém nadbytku. Za téchto kultivaénich podminek byla i na
chudsi pude docﬂena tvorba hojnych a velmi éile rotujicich mikrokolonif.
7d4 se tedy, 7 Ze 1 pro tvorbu otadivych koloml je snad mozno predpokladatl

_ glutammovou kyselmu ]ako dulezity faktor. o |

VA dalsmh cmltelu je ]1ste dulemtym stredni stuPen Vlhkostl povrchu '
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 kultivaéniho prostiedi. Toto Ize pomérné lehko dociliti v anaerobm mlkro- o
kultuie, jez se rovna mirné vihké kultivacéni komurce. '

Tretlm nej dulez1t6331m ¢initelem je rychlost vrustu jez ]e 0pet amérna

celkove vyZivnosti kultivaéni pidy, jejimu oxydoredukcmmu potencidlu

a velikosti inokula. Jen rychle rostouci kultura mé schopnost vytvaretl rotu-
: ]101 kolome |

Tim konetnd dospivame k niznaku toho ]ak by bylo mozno vySvetlm
- vznik pohybu kolonie bez nutnosti, Vykladatl jej soudtem lokomoéni po-
~ hybhvosti jednotlivych tyc¢inek. Tvorba pohyblivé kolonie jest podle nas
patrné vzrastovym fenomenem. Neni vy]ouoeno 76 rychlym nardstanim jed-
notlivych vldken do délky vznika napéti, které pii schopnosti vldken
udrzeti se v uzavieném celku, obdobném splra,le (soudrinosti spiraly snad '
_napoméhaji ndmi pozorované obaly bakteria), se projevi uvedenim celé
‘mikrokolonie do rota¢éniho pohybu. ' -

Disk-use.

' Pokud jsme mohli zjistiti v pfistupné literatute, jest nami pozorovany
mlkrob prvy ze striktnich anaerobti, u n&hoz byly zjistény plimym a sou-
stavhym pozorovanim pod mikroskopem rotujici a odstredwe se pohybu-
-']101 kolonie. U aerobnich mikrobii byl oviem podobny zjev zjistén v nékolika,
-prlp&dech ale i zde jde o schopnost mezi schizomycetami velmi vzacnou.
~ Jak se zd4, prvni, kdo viibec popsal tvorbu pohyblivych kolonit, byl Muto,
jenz roku 1904 prokazal v hliné nesporulujiciho mikroba (podle Lehmanna
pmbuzneho proteu), jej# nazval Bacillus helixoides. Po ném u¢inil podobné
pozorovani (oviem jako zcela vyjimedné), na nékterych kmenech protea
Friedemann (osobni sdéleni). Roku 1935 popsal Roberts pohyblwe kolonie
- u aerobni sporulujici tyéinky, zv. Bacillus rotans. O néco pozdéji Jordan
“nasel tycinku, pr1buznou piedchazejicim, jiz nazval Bacillus circulans, a to
proto, %e se kolonie vice tocily kolem sve vlastni osy nezli postupov&ly_ -
centrifugdlné (nas mikrob ] jevi pohyblwost kterd je patrné piibuzna tomuto
“poslednimu druhu). Smith a Clark v roce 1938 studovali podrobnosti pohybu
kolonii u Bacillus alvei, jenz byl spise centrifugalné lokomoéni, a porovnavali
ji s pohyblivosti mikrokolonii Gr — nesporulu]wl ty¢inky, isolované ze
za¥ivaciho traktu dedtovky, kterd je spife téhoz druhu, jako u Bacilla
~ circulans. Jsou to pravé tito autort, kte¥i tvrdi, Ze pohyblivost celé kolonie
je vyslednici pohyblivosti jednotlivych mikrobt. Shinn (1938) provedl do-
 konce kinematografické zachyceni a rozbor pohybu bakteridlnich kolonii
~ Bacilla alvei. Cely zjev sestaval z 5 rznych fazi. Russ-Miinzerové popsala
N tyz fenomen u mikroba, jej¥ isolovala ndhodné v laboratoii jako zne&isténi. '
Dodateéné byl ji nalezeny mikrob identifikovan jako varianta Bacilla alvei.
~ Turner a Eates popsali padniho Sporulu]mlho ‘aerobniho bacﬂa jehoz
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) kolome se rovnéz pohybovaly. Tvrdi o nem ze je mlkrobem odhsnym od__
viech difve popsanych. B e
~ V&echny dosud citované prace p03ednavaly 0 pohyblwych kelonnch
u mikrobtl aerobnich, jejichz pfimé studium na kultivaénich pudach nena-
razelo pochopitelné na zadne obtize. O mikrobech striktné anaerobnich jsme
nagli, kromé nageho pozorovani, pouze 2 jiné prace. Prva (Turner a Kates
- 1941) suponuje tvorbu pohyblivych kolonii u Clostridia oedematiens, Cl.
septica, Plectridia tetani a nékolika kment CL botuhmckeho Ptitom oviem
si autofi pohyb nikdy pfimo : neovéiili, povazuji ho pouze za velmi pr:awde-
podobny na zaklade zji¥téni deermych mikrokolonii mimo okra] naoekovane
_makmkultury \% piipadé anaerobnich Clostridii vedla k témto mikrokolo-
niim témé¥ vidy dvojita stopa lehce na,znaceneho bakterlalmho vzrastu od
matef'ské kolonie. Z roku 1948 pocham nase pozorovani, ]ak pOpPSano v této
praci. R. 1950 pak popsal Mandia, pohyblwe kolonie W. perfrmgens v polo-'
tuhé kultivaéni pudé, ac mikrob sdm byl zoela nepohybhvy Metodika.
Mandiova pozorovani je odlisna od nasi a asi ani zjev neni zcela identicky,
ale nesporné nasemu velmi bhzky Jeho prace dokazuje, ze pohyblivost
bakteridlnich kolonii nemusi byti a vétsinou také neni vyslednici pohybli-
 vosti jednotlivych mikrobti. 8 tim soublasi i naSe pozorovani, které se
rovnéz tyka mikroba, jenZ ve vét8iné pokust spontdnniho pohybu nejevil.
Podle domnénky nasi i jinych jest tvorba spiralovite -za,hnuty(jh- vybézkia
‘Bacillus cereus varietas mycoides (vét§inou jsou ohnuty doleva), dale
plazivy vzrist protea, Setnych druhd mikrobii striktné anaerobnich a neé-
kterych druht vodnich spirochet (Dyar) vice nebo méné rudimeéntarnimi
stupni vyvoje téhoZ fenomenu, jehoz vyvrcholenim jsou pohyblivé nebo
rotujici bakteridlni kolonie. Vétsina autort, zabyvajicich se studiem priciny
vzniku pohyblivych kolonii zduraziuje pHmou souvislost spontdnniho po-
'hybu ]ednothvych mikrob® a pohybu celé kolonie. Novéji to na pr. znovu
naznaduji ve své studii Murray a Ehler i kdyz ]e]mh vyklad neni jiz tak
apodikticky jako starsich autort. | o
Podle nageho nazoru vsak nelze sméfovati ¢ilou lokomoéni pohybhvost
jednotlivych bakterii, vyvolanou z prevazné &asti biciky s pohyblibosti celé
hmoty mladého piedvoje bakteridlnich kultur, kterou oznacujeme bézné
jako jeji ,,plazeni” (viz proteus). Nékteri se snazi sice 1. toto ,,plazeni®
svésti na soudin motility jednotlivych tyéinek, v tomto piipadé spojenych
masou zvlastni popvove ¢ snad pouzderné substance (Mandia). Pohyb
plazicich  se vidken neni viak podle nich v tomto piipadé neusmérnéne
lokomoc¢ni, nybrz jde o polarisované, hadovité prohybam jednotlivych, ab-
'-_norma,lne dlouhych tycmek jak ho SUPOHU]G quper pro pohyb b&kterll
vibec.
1 my jsme ji# diive upozornili na pravdépodobnost Pijperovy theorio
o flexibilité a vnit¥nich elastickych sildch bakteridlni protoplasmy, jakoito
moznych p¥idinidch pohybu alespoi u nékterych schizomycet. Nesporné se
takto pohybuji bakterie z ordo Myxobacteriales, alesponi néktere druhy
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z ordo Splrocha,eta,les a Chlamydobaetema,les Podobns ]ako ony snad 1 né-
které mikroby z ordo Kubacteriales maji v ur¢ité své Zivotni fazi pohyblivost,
jex plati pro rostouci kolonii jako#to celek a ktera je rozdilna od nekoordi-
- nované a nepoldrni lokomoéni pohyblivosti ]ednotlwych tydinek.
. Zivotni fize, v niZ mtzeme — byt i vzdcné — pozorovati tento zvlastm
a brzy ustavajici druh bakteridini pohyblivosti, je obdobi nejaktivnéjéiho
- mikrobialniho metabolismu, t..j. konec t. zv. vzristové lag fize a pocatek
logaritmického mnozeni. J ak znamo, je vétiina bakterii v této vzrastové
fazi mnohem mohutnéjs a ze]mena jejich délkové rozméry jsou mnohem :
~ VOtst. Extrémnich rozméri dosahuji pravé mikroby, vyznamenavajici se-
-plazwym rustem, jak Ize snadno sledovati pfimo na rostouci kultuie Bact.
protea nebo na preparatech mladych kultur Plectrldla tetani. Jelikoz u pla-
zivé rostoucich. mikrobd pohyb tohoto pfedvoje, t. j. ndpadné dlouhych
“az vldknitych tyéinek, v pravém slova smyslu hadovité lezoucich, nastava
bezprostfedné po vzristové latenci inokula, nabizi se srovnéni plazivé &asti
kultury s vySe uvedenym, metabollcky a, energetlcky nejaktivnejsim sta-
diem mikrobialniho vzrastu. | -
~ Uvedli jsme jiZ, e tvorba pohyblivych kolonii je podle nageho nazoru
pravdépodobné pouze extrémnim a zvldStnim piipadem fenomenu ,,plazeni.
Catenabacteriunm, sledovdno plynule v mikrokulturach po fazi vzrastové
latence, se rozristd z bandlnich ‘mas neusporadanych tyé¢inek do vldken,
ktera majl tendenci uspofadati se spiralovité a rychle rostou déle do délky:.
U plazivych mikrobi (stejné tak u naSeho Catenabacteria) je toto
stadium pouze prechodné a diive ¢&i pozdéji konéi. Dlouha, tithofovité se
pohybujici vidkna protea se rozpadaji na norméalni tydinkovité formy tého?
mikroba, jez se Cile individualné pohybuji, nekoordmovane a bez polarity.
Stejné tak mikrokolonie Catenabacteria se pohybuji pouze potud, pokud
jsou slozena z dlouhych, zdhadnym pouzdrem opat¥enych vldken. Pak se
~ zastavi a rozpadaji v drobnéjsi tyc¢inky, jez jiz bez uréitého usporadani a bez
jakékoliv stopy spontdnni pohyblivosti-dortstaji v trojrozmérnou kolonii.
Povazujeme tedy za pravdépodobné, %e nékteré bakterie, predeviim _
ony plazivé rostouci a pak ty, které tvoit rotaéni a pohyblivé kolonie, jsou
nadiny ve své nejaktivnéj$i metabolické .a vzristové fizi tak velikym
mnoZstvim energie, Ze se tato projevuje i navenek zvlagtnim druhem pohyb-
livosti, je% je patrna elastickou pulsaci celého protoplasmatu, podobné, jak
~to Pijper predpoklada. Ve :zvlastnich piipadech, jak je tomu u Catena-
~ bacteria, je misto hadovitého pohybu  spife tendence k rychlému Yazeni
- vldken do.spirdlnich Gtvari. Rychlym ristem téchto vlidken ve spiralach
‘a snad 1 jejich otéc¢enim podle podéiné osy vznika napéti (nikoliv nepodobné
- tomu, jez je znamo u hodinkového pera), které se pak prenasi na cely
soudrzny Gtvar ploché a kulaté mikrokolonie. Konetnym resultdtem tohoto
napéti je rotaéni pohyb celé kolonie, jak jsme jej mohli sledovati primo
pod mikroskopem. Jeho dalsi vysledmcl 1e druhy,g mnohem ]_C)OIII&IB]SI centri-
- fugaIm pohyb kolome smerem od inokula. |
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~ Uzndvame, e na$ vyklad vzniku pohyblivych a rotaénich kolonit -je'

‘stejné hypotheticky jako uvedené vyklady jinych autorii. Ma vsak snad
alesponi tu prednost, Ze koordinuje moment jejich vzniku s nejaktivnéjsi

energetickou a metabolickou fazi vyvoje bakteridlni kultury "V této se

~ mohou skutedné uplatniti sily, jich%, v tak vyznaléné intensité, vyspéld
bakterialni kultura jiz postrada. Kromé toho byl nami cely postup vyvoje
‘kolonii tak, jak jej popisujeme a vykladdame, skuteéné také sledovan pod
mlkroskopem ¢ehoZ u jinych autoru vétsinou nebylo. Koneéné nas vyklad

 plati i pro mikroby, jez nejsou de norma lokomoéné pohyblivé, jak doda-

te¢né potvrdil, pro nékteré kmeny Welchia perfringens, Mandia. Pijpertv
nazor o pohybhvostl mikrobt zde také nachdzi opérné body, nikoliv jako '
fenomen obecnd platny u pohyblivych schizomycet, nybrz pouze pro nektere
' ]e]mh druhy a jenom pro uréitou fazi jejich rastového cyklu |

Souhrn.

~ Autofi popisuji vlaknité anaerobni Bacterium, isolované z hnisavého
| vaginalniho vytoku, Gr + a podle dosavadnich nalezi IlBSpOI‘lllll]lGl 1 ne-
pohyblivé, které se pokusili zafaditi do genus Catenabacterium, jako pravdé-
podobné novy druh. Mikrob byl v prvnich kulturich slabé, ale zietelné
pathogenni pro laboratorni zvifata, pozdéji této vlastnosti pozbyl. Bacterium
mélo nékolik zajimavych vlastnosti, nebot vytvéielo v pribéhu vlidken
velka, kulaté téliska, v starsich kulturdch podléhalo nékdy autolyse a produ-
kovalo, podobn’e jako Streptobacillus moniliformis, kapénky lipoidi. J eho
nejzajimavéjsi vliastnosti viak bylo, Ze vytvafelo za anaerobnich podminek
rotujici a odstredwe pohyblivé mikrokolonie, jejichZ vznik, pohyb i dalsi
vyvoj bylo moZno sledovati v mikrokulturdch p¥imo pod ‘mikroskopem.
Tvorba pohyblivych kolonii u mikrobt je zjevem velmi vzacnym: a byla
dosud popsdna pouze asi pro 6 druhti aerobnich sporulujicich baecilt a bakte-
rii, mezi néz patii na pr. Bacillus helicoides, alvei a circulans. Z anaerobnich
'bakterll je autory popsané Catenabacterium viitbec prvni, u ného# tento
zajimavy vzristovy fenomen byl skuteéns pifmo prokazan. Jinou metodikou
byl dodate&né s velikou pravdépodobnosti zjistén (pouze co vzacna vyjimka)
u nékterych kment Welchia perfringens. Jako pravdépodobné existujici
(z nep¥imych kultivac¢nich fenoment) jest uvadén také u 'nékterjch.'&naerob- '
nich Clostridii, jako je Cl. septicum a Plectridium tetana. o |
' Jelikoz jde o mikroba nepohyblivého, je nutny j jiny vyklad mechamsmu |
" rotujicich kolonii, neZ jaky je béZny pro druhy vyse uvedené, jeZ s vy]mlkou |
' Welchia perfringens patii vesmés mezi mikroby, &ile se p.t)hybujici biciky.
Podle nizort autorii je tvorba rotujicich koloniif pouze zv1d$tnim a ex-
trémnim piipadem t. zv. ,,pl&zeni“ bakteridlnich kultur, jez je typické ku
pi. pro Bacterium proteus. Sledovéni vzmku plazivé kultury i rotujicich
‘kolonii ukézalo pravdépodobnym, Ze 0b0]1 spadé p&trne do konce lag a do
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podatku logaritmické faze bakteridlnitho mnozeni. J ednim z projevi velikého
kvanta energie, Jiz je mikrob v této f4zi obdan, je pohyb celé masy kultury
po]ame usmérnény a jiného rdzu, nez béiny lokomocéni pohyb dospélého
mikroba. Snad JGSt podobny onomu, jim# Pijper vyklada pohyblivost bakte-
rif vitbee. _ . S
Masa ryohle rostoucich vlaken Catenabacteria, jez ma tendenm k rastu
do spiraly a ktera je drZzena pohroma,de hlenovou substanci neznamého cha-
~ rakteru, vyvolava v celém systemu kulaté a ploché mikrokolonie nesporné -
napéti, jehoz konec¢nou vyslednici ]e sila, jiZz se celd kolonie dostane do
‘rota¢niho pohybu.
- Podle toho by byl vznik rotupowh kolonii zvI4¥tnim pmpadem risto-
‘vého fenomenu. V praci se konecne diskutuje i mozny vliv jinych faktort,
jako redoxpotencialu a glutaminové kyseliny na vznik pohyblivych kolonii.
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