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Studium haemolytickych streptokoku je v mikrobiologii, jednim z nej-
prohloubenejsich. Jsou rozebrany podrobné jednak co do nejruznejsich an-
tigennich komponent svého téla, jako je na pr. polysacharid C uvnitr proto-
plasmy, urcujici skupinovou specifitu, dale povrchnéji lezici typove speci-
ficka bilkoving M, uréujici kromé toho jesté také virulenci nékterych strep-
tokokii a jesté povrchneji mohutny antigen T, jehoZ pritomnost se rovnez
projevuje odezvou pri nékterych methodach typovani streptokoku. K tomu
pristupuje pouzdro.z hyaluronové kyseliny a nukleoproteidové neprilis spe-
cifické latky P, které prozatim ukoncuji nas obraz o skladbé streptokokové
bunky v plné virulentni fazi. K tomu je nutno pripocisti nase dosavadni
znalosti o toxickych produktech streptokoka, jimiz u druhu S treptococcus
pyogenes skupiny A jsou zejména streptolysiny S a O, prileZitostné rizna
kvanta erythrogennlho toxinu a faktory pridatné, zéasti dulezité rovnéz pro
jeho virulenci, jako je hyaluronidasa, streptokinasa a zajimavé streptoko-
kové protemasy.

Celkem neni divu, Ze takto dukladné bylo rozebrano bakterium, které
,st031 v pozadi tclika zavaznych lidskych chorob, Zze muze byt pravem ozna-
é¢eno jako nepritel ¢. 1 z mikrobialnich Cinitell. Bohuzel, nelze toto rici
o0 vSech hemolytickych streptokocich, nachazenych se znaénou pravidelnosti
v prirozenych lidskych dutinach, nebo na povrchu lidskych sliznic. Tim ne-
myslime prilezitostné se VySI{YtUJICI haemolytické streptokoky skupiny C,
F, G, H a K, pro ¢lovéka jisté éasto pathogenni, nybrz spiSe zahadnou sku-
pinu haemolytmkych streptokok, které nachazime s velikou pravidelnosti
v hdskych vagmalmch fluorech, ba nékdy i v normalnich Zenskych vagi-
nach, v lochiich, vzacnejl pri muzskych uretritidach, v intestinalnim obsahu
,hdskem a dokonce byt i ojedinéle, v horeni éasti traktu dycha,mho Frek-
vence téchto streptokoku v pathologickém Zenskem gemtalu | _‘]e tak pravi-
delng, a to v ne;jruznejsun véku, od malych dévéatek az k Zenam v klimak-
‘temu Ze Je s podivem, Ze _]e_]lch event pathologické roli nebylo dosud ve-
novano vice pozornosti.

Pri béZzné rutinni diagnostice, pri niz nepouzwame serologlckych method,
ba dokonce ani jemneéjsich method blologlckeho urc¢ovani druht, jsou vetsi-
nou dlagnostlkovany jako banalni pyogenni streptokaky skupiny A4, od kte-
rych se také pri aercbni kultivaci nelisi prakticky mcnn, nezli snad Q NEco
uzsi a pomale_]l se tvorici zonou haemolysy, velmi vzacné pak lehce p'avé na-
stinénou pigmentaci svych kolonii. Jsou-li vSak péstovany na krevnim aga-
ru za striktné anaerobnich podminek, vytvareji kolonie intensivné okrové
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zluté az oranzové nahnédlé, syté zbarvené, nékdy se svetle;|31m centrem.
Tyto streptokoky, aerobné bezbarve anaerobné intensivné pigmentované
byly obJeveny r. 1923 francouzskym1 autory ), kteri je nalezli nejenom v lo-
chiich, nybrz i v krvi’ prl septikemiich a pri anginé. TitiZz autofi zjistili, Ze
Lvorba pigmentu je vazana jednak na anaerobiosu, jednak, Ze se i za aerob-
nich podminek podporuje pridanim sSkrobu k tuhj'zm, nebo tekutym puadam.
Rovnéz jako prvni poznali, Ze oranzové hnédy pigment neni produktem ko-
lonii jakozto celku, nybrz je pra.vdépodobné endocelularnim barvivem bak-
terii.

VétSina kmentl, pokud jsme je studovali, je asi stejn& malo pathogenni
pro mys jako enterokok Presto vsak o Jeho pathogenité pro ¢loveka témeér
nepochybujeme, i kdyz uznavame, ze ji nelze srovnavat s pathogenitou ty-
pického streptokoka ze skupiny A. Patrame-li v odborné literature, snadno
zjistime, Ze od jeho rozpoznani francouzskymi autory!) nebyl studovan az
do doby nejnovéjsi, kdy Lancefieldova?) si ovérila castost jeho vyskytu,
stejné jako my (a priblizné ve stejné dobé jako my) v Zenském genitilnim
traktu. Pokusila se kyselou hydrolysou o isolaci pigmentu z bakterialnich
tél a s ﬁspéchem zaradila vSsechny kmeny, které naéla, do skupiny B, ¢imz
bylo zJisténo, Ze vaginalni hnédy streptokok neni pravdépodobné niéim ji-
nym, nezli variantou mikroba Sireptococcus agalactiae, ¢ili 8. mastitidis,
jenz je v nékolika serologiciych typech vyvolavatelem hnisavé mastitidy
hovéziho dobytka.

Kromeé studia pra.vdepodobneho pathogennlho ucinku tohoto strepto-
koka u ¢éloveka nas zaujal nejvice do o€l bijici fenomen, t. j. vztah pigmento-
genesy k anaerobnimu vzrustu streptokoka. Okolnost, ze mikrob aercbné
~ nepigmentujici, tvori anaerobneé velikd kvanta barviva, neni v nukroblologu
zjevem zcela OJedmelym, ale malo kde je tak napadnou jako v nasem prl-
padé. Proto v nis vznikl dojem, Ze pigmentogenesa naseho streptokoka je za-
visla na redoxnim potenc1alu

Véc by byla tim zajimavéjsi, kdyby se prokazala, jezto, jak znamo,
vsechny dosud studované kmeny streptokokti jsou metabolicky vlastné
anaeroby, postradajice vsech slozek cytochromt i katalasy. Proto jsme se
pokusili o isolaci pigmentu z nejaktivnéjsich kmenti nasSich streptokoku
pokud mozno v cCisté formé, o jeho biochemicky rozbor a studium jeho. pri-
padnych blologlckych vlastnostl

Jak jiz bylo reéeno, barvivo je uloZeno intracelularné. Jiz prvni pokusy
ukazaly, Ze jeho isolace bude velmi obtizna. Bylo uvolnovano z mikrobu,
péstovanych po nékolik dni v t. zv. V. f. bujonu. Sediment byl odcentrifu-
govan a zpracovavan jednak opakovanym zmrazovanim a roztavanim, jed-
nak mechanickym rozbijenim bunék trepanim s piskem po nekolik hodin.
Jiz jeho forma ulozeni 1 uvedeny zpusob isolace ukazaly, Ze jde o makro-
molekularni 1atku. To potvrzovala téz skutecnost, Ze barvivo neni rozpustne
v béZznych organickych rozpoustédlech. Rozpousti se dobre pouze ve vodé
pri pH 8 az 9. Okyselenim na pH 5,5 se opét vyluéuje z roztoku. Této vlast-
nosti bylo vyuzito pro jeho ¢isténi. Pro ¢isténi bylo také uzito opakovaneho
vysolové.ni siranem amonnym s hasledujici dialysou provadenou tak dlou-
ho, az dla,lysat nejevil reakei na sulfatové iony. I preparaty takto purifi—
‘kované jevi ve vodnim prostredi slabou opalescenci, COZ zhamena, ze jsou
v ném v koloidni fazi. To opet potvrque nasi domnenku o Velke molelkule
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barviva. Dal§im dikazem byla adsorpéni chromatografie na kysliéniku hli-
nitem, na némZ bylo chromatografoviano z vodniho roztoku. Po priitoku
a celodennim vyvolavani zlistala vrstva barviva piimo na povrchu sloupce.
Na sloupci se nevytvorila zona. Protékajici kapalina byla bezbarva. Bylo
uzito Brdic¢kovy reakce. Se stoupajici koncentraci pigmentu se sniZuje vina
kobaltu. Toto potladeni Co-maxima ukazuje na bilkovinny charakter. Na
polarogramu pigmentu v acetitovém tlumici o pH 4,7 jevi se tésné pred di-
fusnim proudem vodiku mal4 vinka, ktera je asi zplisobena katalytickym
efektem. V alkalickém tlumiéi o pH 9,4 nebyl pozorovan zadny polarogra-
ficky efekt. | ' S '

Obvyklé reakce na bilkoviny byly positivni. Z toho Jje zrejmé, Ze jde
0 chromoproteid.

Roztok barviva rozklada peroxyd vodiku. Po inkubaci p¥i 65° C po 30 mi-
nut, resp. po pusobeni zied. roztoku KCN jiz H,O, nerozklada. Zkousky na

peroxydasy byly negativni, bylo uZito p¥itom Ffady chinogennich latek, jako
- naftolu, pyrogalolu, benzidinu a pod. Usoudili jsme z toho, ze jde o katalasu,
resp. cely cytochromovy systém. -

Abychom tuto otazku rozhodli, volili jsme analysu absorpnimi spektry.
Méreni bylo provedeno ve vizkumném tstavu v Rybitvi na Hilgerové spekt-
rografu E 497 za pouziti Balyho trubice. Spektrogram puvodniho roztoku
ani po pusobeni redukénich éinidel jako hydrazinhydratu, hydrazinsulfatu a
vodiku v alkalickém prostiedi nejevil zmény v absorpci ve spektru, které by
poukazovaly na pFitomnost téchto kovovych komplext. Byla jen napadna
absorpce mezi 4000 aZ 4400 A, kteréZto difusni maximum po redukei se po-
sunulo do oblasti UV. TotéZ bylo znovu potvrzeno s jinym vzorkem. K re-
dukci bylo pouzito tentokrat hydrosifi¢itanu sodného. Byly analysovany

vzorky z kultur starych jednak 24 hod., jednak 72 hodin. Vysledky byly
stejne (obr. 1 a 2). - '
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Obr, 1. Spektrum kapaliny z kultur streptokoka v pavodnim neupravovaném stavu.

Z ruznych pigmentd, o nichZ jsme uvaZovali, odpovidaly udanym spekt-
rogramum piedevSim karotenoidy, oviem, v nasem piipadé znedisténé ji-
nymi pigmenty, éimZ vlastni spektrum bylo prekryvino spektrem jinym.
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To se algebraicky prifita a vysledek skresluje. Jen ostré maximum v uda-
nych mistech se miize ponékud projevit. o

Barevna reakce na karotenoidy s kone. kyselinou sirovou byla skutednd
positivni.®),%) Zredénim vodou modré zabarveni zmizelo.

Byly ucinény pokusy o odtrZeni barevné komponenty od bilkovinného
nosice. Tak bylo uZito peptického natraveni pepsinem v prost¥edi HCIL. Po
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Obr. 2. Spektrum vzorka kultur streptokoka, —— kultura 24 hod. - kultura 72 hod.
- Strméjsi krivky ndaleZi redukované formé (hydrosifiCitanem sodnym). Kratké useCky
o - ha ose vinovych dé€lek urcuji polohy absorpénich maxim cytochromai. |

24 hod. traveni byl precipitat oddélen centrifugaci. Do organické faze pri
tfepani vSak barvivo nepfechazelo. Rozpoustd]l se ve zied. NaOH. .

Invertnim mydlem (CTAB) se chromoproteid nestépil ani p¥i reakci ky-
sele ani zasadité (pH 4, pH 8). Bylo uZito 5% roztoku v tlumici, (pomeér
1:1) za studena i za varu.’) - |

Takeé po alkalické i kyselé hydrolyse chromoproteidu nebyl vyisolovan
pigment rozpustny v organickém prostfedi. Hydrolysati bylo pouzito pro
stanoveni aminokyselin rozdélovaci chromatografii na papire. Provedli
Jsme jednak chromatografii jednorozmérnou, v butanoloctové smési a téz
ve fenolu se standardy, jednak dvojrozmérnou (opét fenol a butanol —
octova). Po detekci ninhydrinem jsme mohli zJistit kyselinu asparagovou,
glutamovou, glycin, threonin, alanin, tyrosin, prolin, histidin, lysin, arginin,
dale bud’ valin nebo methionin (nebo obd) fenylalanin nebo leucin (nebo
oba v malém mnozZstvi). : |

Souhrn.

Autori popisuji biologické vlastnosti fady kmenii pyo genniho streptoko-
ka skupiny B, které byly jimi vypéstovany z Zenského genitalu. Zvlastni je,
ze tento streptokok vytvaii na pevnych pidach za anaerobnich podminek
nebo v tekutych plidach se Skrobem intensivné oranZovy pigment. Podle
nazoru autort je tento mikrob v nékterych pfipadech pro ¢lovéka urdité
pathogennim. | o '

Jelikoz se zdalo, Ze tvorba pigmentu zavisi na redoxnim potencialu a méa
hlubsi biologicky smysl, pokusili se o jeho isolaci a identifikaci. |
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Oboji proces se podaril jenom déasteéné, pfi ¢emZ je z experimentalnich
udaja jasno, Ze byl isolovan pigment, o vlastnostech chromoproteidu. Ale-
spon jedna jeho slozka je karotenoid, blize neuréeny. Neni vylouceno, ze
ma barvivo i jiné slozky, zejména melanin ¢i dokonce i porfyrinové komple-
xy, pokud ovisem nejde o zneclisténiny. To bude rozhodnuto az dalsim stu-
diem po nahromadéni vétsiho kvanta barevného symplexu.

PeswmMme

®d. Ilatouka, M. B. Kowmthpx, V1. Kpoyiaukora: IIurmMeHT KOopHYHEBHIX
CTPENTOKOKKOB Ipynnbl B. -

ABTOpPH ONHCHIBAIOT OHOJOTHUECKHE CBOHMCTBA psifia IITAMMOB NHOT€HHOIO
CTPENTOKOKKA Ipynnbl B, KyJbTHBHPOBAHHLIX HMH U3 »XEeHCKHX IOJOBBLIX Opra-
HOB. XapaKTepHbBIM SABJASETCS TO OOCTOATENBLCTBO, UTO 3TOT CTPENTOKOKK 00-
pasyeT Ha IJIOTHBIX cpelaxX MPpH aHa’3pOOHLIX YCJHOBUAX UJHU B XKUJIKHUX Cpe-
oIax C KpaxMaJioOM HHTEHCHBHO OpaHxXeBbld MNHrMeHT. [Io MHEHHIO aBTOPOB
9TOT MUKPOO SIBJASIETCA B HEKOTOPBIX CJaydasaX JJf YeJOBeKa ONpeHesieHHO
[IaTOTeHHEBIM.

Tak kak kasaJjgoch, YTo oOpasoBaHHe NUIMEHTA 3aBHCHT OT OKHCJHTEJLHO-
BOCCTAHOBUTEJIBHOT'O MOTeHIHaJa H HMeeT OoJee raybokoe OHOJIOTHUYECKOE
3HayeHHe, aBTOpPHLI NONPOOOBAJIH H3BJIEUb €r0 U UAeHTH(PHIIUPOBATE.

(O6a npolecca ObIJIH YAAYHBI TOJbKO YACTHYHO, MpHYEM H3 3KCIEePUMEHTANb-
HbIX JAAHHBIX $ICHO, 4TO OBLl H3BJeUEeH IHIMEeHT XPOMOIIPOTEHJHBIX KauecCTB.
[To kpalineli Mepe OfHA M3 €ro COCTaBHBIX yacTed ABJAsETCs OoJiee TOYHO He
YCTAHOBJIEHHBIM KapPOTEHOHIOM.

- He HCKIIOYEHO, 4YTO COAEPKHT Kpacurejb, a TakKKe H HHBIE COCTaBHbBIE
YacTH, IJiaBHbIM o0Opa3oM, MeJaHUH HJIH JTa)e HOpPHPHHOBBIE KOMIJIEKCH,
[MIOCKOJILKY, IIOHATHO, 3TO He 3arpsasHenusa. O6 3ToM Oyaer pelleHO HPH -1aJb-
HeHIleM H3y4eHHH TIIOCJe HakonJeHHss OoJbllero KOJU4YeCTBAa LBETHOIO

CHMIIJIEKCA.
yIHCTHTYT MeZUNMHCKOH MHKPOOHOJIOTHH M MMMy HOJIOTHH

KapJsioBa yHuBepcurera.
buosornueckud HHCTHTYT KapJsioBa yHUBEPCHTETA.

Summary.
The Pigment of Brown Streptococci Group B.

The authors describe biological properties of strains of human pyogenic
streptococei Group B, 1solated from woman genital tract. All of them dif-
fer from other groups of pyogenic streptococci in forming intracellular
brownish — orange pigment under anaerobic conditions or in liquid media
with starch. According to the oppinion of authors this particullar group
of streptococci seems to be sometimes slightly pathogenic for man.

Because it seemed to be probable, that the pigment formation depends
on redox potential and has some unknown biological function, attempts
has been made to isolate and identifie the characteristic orange pigment

of this kind of streptococci.

Both processes were only partially successful. Exper;lmenta.l data can be
interpreted as evidence for the chromoproteid nature of the pigment. One
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of i1ts moieties seems to be, at any rate, an unidentified carotenoid. It can-.
- not be exluded that the pigment contains other constituents especially
melanin or even porphyrin complexes unless this substances represent
impurities. This will be decided upon further study after larger amounts
of the coloured symplex will be accumulated. -

Institute of Medical Microbiology and Immunology.
Biochemical Institute, Charles Unwersity, Prague.
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