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Lidské varianty Corynebakteria
pyogenes

Dr Fr. PATOCKA

Ptispévek k poznéni jejich pathogen-
michschopnostiproé¢lovéka Produkce
hemolysinu a toxinu

Cast I

Pathogenni Gfinek silné hemolysujicich koryne-
bakterif pro &lovéka a to téch, jez j.ou se vsi pravdé-
podobnost! pifbuzné s Corynebacterium pyogenes
(Gripps-Poles), byl dosud jen vzacné popsan. Podle
nefich nilezl jsou vSak u ¢lovéka €astéji pritcmny,
aell! se bdinég soudi. °

Ve své prici predkléddme popis 12 kmenu tohoto
bakteria, isolovanych b&hem poslednich let z lid-
skych pathologickych produktu. VatSina z nich byla
gletelné pathogenni pro morce i kralika. Jejich vy-
sham pro lidskou infekci se zda nesporny. Studium
hemolysinu, jakoZ i pokus o isolaci toxinu nejtoxié-
tijiho z nich (kmen 9231) dopliiuje nasi préci. V za-
wlru se snalime vyjasnit taxonomickoy posici lid-
akfch hemolytickych korynebakterii s pokusem
0 rezhodnuti, zda jde pti jejich z i§ténf pouze o na-
hodny plenos t&chto bakterif z nemocnych zvifat, &
sda smed nejsou { tyto korynebakterie druhem ¢lo-
viku viastnim,

Popis kvasnych a biochemickych viastnost{ i patho-

genita pro experimentdlni zvife jsou podény vétsinou
- 4%, jak byly nalezeny u kmena Cerstvé igsolovanych.
- 30380 jsme nemé&.l dlouho pifleZitost kmeny lyofi.izo-

- vot, udrZovali jsme je v chladu, a to vyrostlé za

- amerobnich podminek. Pfesto se jejich biologické

vibestnosti ménily a zejména se pathogenita vétSiny
lmmend rychle ztrécela kromé ui uvedeného kmene
#231. 1 u tohoto zistal vEak pouze zlomek puavodni
toxicity.

.- Popls kmend a je ich plvod:

Kmen S: lIsolovén post mortem ze sleziny asi
60 r. starého ¢lovéka, zemrelého na diseminovanou
milidrni tuberkulosu. Jezto byl vzhled sleziny po-
nékud odlisny od bé&zného obrazu general. tuberku-
losy, zalozena mimo Kulturu na BK také kultura za
aerobnich i araerobnich podminek na Fortnerove
plotné s 10% krali¢i krve. Mimo zcela ojedinélé ko-
lonje E. ¢oli vyrostly za anaerobnich podminek velmi
¢etné kolonie se §irokym a jasnym £ hemolytickym
dvorcem, jez, iak se ukazalo,- byly mikroskopicky
slozeny z jemnych gramiabilnich korynebakterii, Do-
dateén&d Kultiva®né potvrzena diagnosa tuberkulosy,
takze hemolytické korynebakterium ‘bylo nutno po-
vazovat pouze za druhotnou infekci, podle velikého
poltu kolonii ovSem velmi mohutnou.

Morfoloyicky obraz u cCerstve isolovaného kmenpe
népadné odpovidal delSim a Stihlym formam Coryne-
bacterium diphtheriae, byl s nim shodny v gram-
labilité, usporadani tycinek i nehomogenité plasmatu. \J
Metachrcmatickd granula byla vzacnéjsi. V subkul-
turdch se dodatecné ukézal napadny pleomorficis-
mus. Jednou nachazeny bakterie velmi podcbné ne-
pathogennim pseudodifteriim, t. j. kratkeé, SirSi a
¢lunkovité formy, zna?reé hcmogenné se barvici, po
de!$i dcbé opét zjistény napadné jemné, Stihlé a
kratké tyCinky, nebo kultura obsahovala smes po-
psanych tvaru,

Bakterie z polatku rostly rychleji a lépe za
anaerobnich podminek, pozdé,i byl vzrist na plotne
s kraliti krvi stejny na vzduchu ako za anaerobiosy,
f# hemolysa zustala vSak stdle mohutnéjsi za anaero-
bicsy, Vyznatna byla serofilie bakteria, Z polétku
byl vzrist mozny pouze na krevnim nebo serovém
agaru, po dlouhé dobé se podarila adaptace i na oby-
Cejny agar, a.e mikrob zde stale rostl pomaleji a
vytvéarel zretelné mensi kolonie.

Hemoly<a na krevni plot-é byla z potétku typu o,
do 3—35 dnu se vSak proménila v dokonalcu, velmi
Sirokou beta hemoly<u. Krvinky p#idang k naocko-
vané kulture v bouillonu hem~lysovaly rychle'i —
tasto uz b&hem prvnfch 14—24 hod. rastu kultury.
Kolonie na kreviim agaru byly svétle nazloutlé,
matné, s lehkym perletovym leskem, a byly Castecné
podobny vzrustu prechcdného charakteru mezi typus
gravis a intermedius Corynebacterium diphtheriae.
Na Lcefflerové seru se tvotil perletovy povlak, puda
zustala beze zmény.

Vzrist v bouillonu se serem byl zprvu pomaly,
lep3{ v bouillonu s jatry a serem. Tvoriia se jemné
granulka, hromadicif se u spodku zkumavky, téste<l-
né na sténich. Na povrchu bouillonu se vytvoril
lehky prstenec. Zelatina s kousky jater zkapalnéla
do 4 dnu, Zelatina bez jater béhem tydne az 10 dng.
Mléko s jatry koagulovdano do 3 dnid, mléko bez jater
do 1 tydne az 10 dnd. Na pudach s kaliumtelluritem
nepozorovan do 3 dnd zadny vzrust, pak sotva vidi-
telné kolonfe. Ostatn{ biologické vlastnosti jsou uve-
deny v prehledné tabulte.

Pathogenita pro experimentélni zvifata:

My$ subkutdnné 02 m! 48 hod. staré bouillonové
kultury. Do 24 hod. v misté. in‘ekce tuhy edém,
do 4 dnid mizi. — 0,5 ml téze kultury: edém, pak
nekrosa, zvire zustalc na Zivu.
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Morée subkutdnné: vstéiknut 1 ml 48 hod. staré
bouillonové kultury. Do 24 hcd. zanétlivy edém, po-
dobny difterickému. Do 48 hod. na vrchu edému na-
znatena nekrosa s hemoragickym lemem. Tretiho
dne morte zas$lo. PFi sekci na.ezen v misté injekce
fibrinosni absces s malym mnoZstvim sanguinolentni
tekutiny, podkozni vaczivo silné piekrveno, s drobnymi
hemoragiemi. Bfi$ni utroby silné piekrvené, slezina

 mal4, nadledvinky trochu zvétSené. Corynebacterium
vypéstovano pouze z mista inckulace.

Jezto sekcni obraz svédcil nejspiSse o toxicke
smrti, byly 4 ml stejné staré bouilionové kullury
zeentrifugovany a sediment resuspendovan ve ste-
rilnimu bouillonu. Centrifugace a resuspense opako-
vany 2krdt, aby byly mikroby zbaveny toxickych
latek, produkovanych pfi inkubaci v bouillonowé kul-
ture.,

Promytd suspense o pfiblizné 4nasobném mnozstvi
mikrobd vstfiknuta morceti stejné vahy, rovrez
subkutanné. U tohoto zvifeie se vyvinul puuze lehky
edém, bledy a bez tendence k nekrose. Do 5 dnu
edém zcela vymicel, morce zasialo zdravo, Tento po-
XU, nas utvrdil v presvédieni, ze u pathegoenity
mikroba hra e dulezitou roli toxicka latka, produko-
vand hlavné v bouillonovych Kkulturach.

Kraiik (asi 2 kg): Vstriknuty 2 cem 48 hod. stare
bouilionové kultury podkozné. V misté injekce edém,
do 3 dnG nekrotickd demarkace, do 10 dna smrt.
Pitevni obraz podobny jako u morcete, slezina ma.a,
zvife napadné vyhublé. Kuitura positivni z mista in-
jekce. — Kralik intravenosné 2 ml. Smrt do 2 dnq,
utroby prekrveny, slezina nezvétsena.

U nékterych morcat doslo k provaieni nekrosy a
spontannimu vyprazdnéni edému do 48 hod. V téchto
pripadech se nekrosa zménila v rozsahly, pomalu se
hojici vied, ale zvifata vétSinou zustala na Zivu,

Kmeny 21, 23, 24, M isolovany béhem rékn-
lika mésicu ze 4 pacientu z otolaryngologické Kkli-
niky. U v8ech §lo o karcincm laryngu, ktery zprvu
léen czarovanim rcentg. paprsky. Dodatecné pro-
vedena laryngektomie, a porévadz operovano v te-
rénu, pc§kozeném paprsky X. rany nekrotisovaly.

Vzhledem k charakteru nekrosy kultivovano take
anaerobné. Aerobni pudy vesmés prero.tly B. pro-
.eem. Anaerobné, kromé alfa streptokoki a ovjedi-
nélych stafylokokd, vypéstuvany 2 druhy gramnegat.
bakteroidu, vesmés nepathogennich pro zvire; jeden
z nich, Ri,tella melaninoygenica, ve znatném mnozstvi.
Kromé uvedenych bakterii -zjiStény ruzne, cetné,
¢iitné hemolysu_ ici kolonie korynebakterii, je ichz
morfologické a kultivalni vlastnosti se ukazaiy po-
dobné mikrobu shora popsaneéemu.

Rustové, fermentacni a ostatni biclogické viast-
nosti téchto 4 kmenu byly popsany Bliahou a Dvo-
rackem.a jscu zachyceny v téze tabulce jako kmen 5.

Kmeny 21, 23, 24 a M se lehce lisily v kvaseni
cukry, v intensité schopnosti koagulovat mléko a zka-
palnovat Zelatinu (hlavné dobou, jez je nutnd k po-
sitivini reakci). Vyznacne se ude véech hisil kmen M
primarnim nedostatkem toxicity. Vsechny tyto viast-
nosti, jak jsme se dalSim studiem presvedcii, J.cu
viak varianfini a zejména se texicita u kmeau, ucho-
vavanych preo’koevinim na pudach, vemi rychle
ztracela.
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Rotnik 1005, Lislo €7—48.

Zakladnf vlastnosti byly u viech velmi podobné:
vyznacné sercfiiie cerstvych kmend, neschopnost

vzrasty v primokuitufe na telluritovych padach,
alla hemulysa, kterd se rychle ménf vo etelnou

a mohutnou beta hemolysu, ze;ména za angerobnich
podminek.

Jezto ve viech 4 piipadech byl nutny rychly lé-
cebny zakrok, zkousena citlivost na. penicilin, Vie-
chny 4 kmeny byly na penicilin extrémnd citlivé
a-i jako vysoce cit.ivé kmeny 8 hemolytickych pyo-
gennich streptokokil z A skupiny.

Kmen 8907 : Isolovén z chronické otitis media
u ditéte. Soucasn& vyp&stovan Pseudomonas aerugi-
nosa. Morfologicky byl velmi podobny kmenu §, se
sna.nou variabilitou podle staff kultury a druhu
pouzité pudy. Kolonie na krevni pudé&, hned z pocatku
trochu véts! nezli u kmena piedchozich, upominaly
na Curynebacterium diphtheriae typu mitis. Sero-
filie vyznaéni, vzrist na telluritovych pudach sotva
viditeiny a az po 6 dnech. Zelatina pomalu a neupiné
zkapal..éna. Miéko do 6 dnd kcagulovéno. I Cerstvé
i~oluvany kmen byl pro morte prakticky netoxicky.

Kmen B: Vypéstovan z vaginainiho vytoku asl
23lelé zeny, soucasné s velkym mnoZstvim Strepto-
coccus zymogenes a nékolika koloniemi anaerobnich
baktcroidu. Pacientka nebyla nadi krajankou, tésné

. pred vy$etfenim pii ela z jihozapadni casti Evropy.

Bouil.onova kultura tohoto mikroba se liila od ostat-
nich tendeaci k tvorbé lehké blanky a rdstem
v zrnickach i v lehkém. zakalu, i bez sera. Zelatina
ztetelne zkapaihovana, mléko rychle koagulovano.
Pro zvirata byl kmen B zcela netoxicky.

Kmen 9231: Jediny ze vSech isolovgn v €¢isté
kultufe z hnisavé osteomyelitidy u ditéte. Vypé&sitovan
bez obtizi ve velkém poctu kolonii na krevni plotné
za aerobnich podminek. Jeho vzrustove viastnosti
ce velmi podobaly kmeni 89)7 aZz na to, Ze jediny
se viech kmenu rostl zietelngji na telluritovych pu-
dach, vytvare,e po 5—7 dnech vzristu malé, cernave
kolonje, asi typu Corynebact. diphtheriae interme-
dium. ale mendi. Z cukru zkvaSoval glukosu, maltosu
a laktosu, slabé sacharosu. Produkoval stopy NHs
a ind. i Acetylmethylcarbinol a red. nitratd jako
u ostalnich negativni. Proteolysa Zelatiny byla slab8,
ste:né tax koagulace mléka, kcagulované serum,
jake u ostatnich, nezménéno. Byl ze vSech néami vy-
péstuvanych mikrobd nejtoxi¢téjst pro zvirata a cast
jeho toxicity zastala zachovana 1 po roce subkultur
bez lyofilisace,

Kmeny 8907, B a 9231 byly stejné citlivé na peni-
cilin jako predchéazejici.

\' poslednich 4 letech byly v nasich laboratorich
isclovany jesSté dalsi 4 kmeny, s predchdzejicimi
veimi podcebnych korynebakteril, a zcela recentne
sa.lan k identifikaci pousledni z kolinského OHES
(Dr KakuSanova), ktery je nyni predmétem podrob-
neho studia.

viech 5 kmend mélo stejnou toxicitu jako prvy
kmen S. Jejich biologické v!astnosti, kterymi se
(v mezich u nich obvyklé variability) celkem neliSily
.} predchazejicich, jsvu sefazeny v prehledné ta-
pulce. Historie jejich nalezu je tato:

Kmen H vypéstovan opétovaré z tonsil zdravé
osetFovate.ky, kterd spolu s jinymi byia poslana na



Rodatk 1935, Sislo 47— i8.
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2jiitén! event. no.ilstvi / hemolytickych strepto-
koku. Neméla nejmensich ptizraku infekcni choroby
a Corynebacterium u ni z,isténo celkem Jkrat ve
14dennich intervalech. PEi anamnestickém patrani
nez iftén u ni jakyko. Kontakt se zviraty. Scuaime,
fe pravé v tomto pripadé 3lo o velmi pravdépodobrie
o humann! variantu pyogeaniho kurynebakteria, 1]i-
ciho t. &. epifyticky na lid-kych tonsilach a schop-
ného dal$fho pienosu na jiné lidské individuum.

Kmen 6345 byl vypéstovan z pisté.e po .aparo-
tomil. Sekret, krcmé& nékolika kolonii enterokoku a
anaerobnich baktercidd, neob_ahoval jiné flory.

Kmen Syk byl zjiStén témeér v cisté kulture
(kromé zbytkG Doderlei..ova bacila, vaginalnich
pseudodifterif a netoaickych mixrukoka) pri mohut-
ném hlenohnisavém vaginalnim fiuoru. Jeho mnoz-
stvi ve vaginé bylo mnohem hojné si nezii kmene B
z& podobnych okolnosti a kromé toho slo o kmen
zfetelné toricky.

Konecné kmen 963 vyrostl v cizté kulture
z ma.ého koZniho absce._u, jinak v dobre zahojene
operacni rané. Podle lokali-ace infekce nu. e vy-
loucit puvod tohoto korynebakteria, podob..e jako
kmene 6345, z intestinélniho traktu.

Poslednd zminény kmen R, jenz nebyl vypésto-
vin u nas, pochdazel z arteriosklerotické nekrosy
distdlni kondéetiny. Jeho popis bude predmeiem
zviastni prace,

Souhrnem mozZno rici, ze vSech 12 kmenu rostlo
na krvi v podobnych koloniich se siinéjsim f hemo-
Iytickym dvorcem. Vsech.y byly v primoku.turdch
serofilni a zietein®d mikroaerofilni. U vSech byl vzrust
na pidiach s kaliumtelluritem 3patny nebo vibec
3adny. Vsechny zkvaSovaly glukosu a maltosu.
V bouillonu vzdy granularni vzrast. Zkapalnuvani
Jelatiny a koagulace mléka u viech alespon zretelne
naznalena, vétsinou jasné. Zidny kmen neredukoval
nitraty. 8 z 12 kmenQ bylo pathogennich pro labo-
ratorni zvifata a usmrcovaly za stejnych priznaku.
Citlivost na penicilin u vSech znacna.

Kmeny S 9231 vstfiknuty také morcatum, ktera
byla 12—18 hod. pfed pokusem pasivné imunisovana
Di-antitoxinem v dévce r.&kolika set U. A. Ve dvou
z¢ 6 pripadd jsme mé&l dojem, Ze smrt morcat byla
oddalena, ale v Z4dném se nepodarilo zabranit smrti
zvifete 2a typickych piriznaki. |

Sest az sedm dni staré, v serum-bouillonu dobre
vyrostlé kmeny korynebakterii zbaveny mikrobu
jednak dlouhodobym centrifugovénim, jednak fil-
traci. Dekantéty i filtraty takto ziskané rovnéz hemo-
lysovaly lidské, koriské i kralici krvinky, ovSem za
deldf dobu & v nii8ich titrech nezli celé bouillonova
kultura. Zejména filtrdty byly malo Glinné. Presto
viak bylo jasno, ¢ hemolysin je rozpustnym produk-
tem mikroba. y

Lehké odchylky, jak vytéeny v popisu, ukazuji
znatnou tendenci k variabililé mikroba, ale podle
nafeho nézoru nevybolujf z mezi druhu.

PH prvém pokusu o zafazeni popsanych koryne-
bakterif jsme ihned vyloutilf moZnost napadné hemo-
lytickfch kment bacila difterického. Jak znémo

- I fady praci (Mortonovych 194) a Hewitovych 1847),
gravis a zeiména mitis zhusta hemolysu,l (pry jen
v 8 f821), nikoli intermedius. V 24dném pfipadé vsak

neprodukuji fiitro¥atelny hemolysin a hemolysa nikdy
neni tak 8irokd _ako u nasich kmenu. Rovnéz neni
znam kmen skutecného a typického Corynebacteris
diphtheriae, ktery by srdzel miéko a zkapalhoval
zeiaiinu (o0 odchylnych kmenech Barratovych viz
pozdéji). OdlisSna od pravé difterie je mikroaerofiiie
a serofilie cerstvé isolovanych kmenua. Zejména na-
padnad je u naSich mikrobd neschopnost vzrustu na
tetluritovych pudach, které jsou selektivni a dia-
gnostické pro Di.

Pokud byly kmeny pathogenni, vyvolavaji zcela
jiny pathologicky obraz necli pravy diftericky tosin
u kralik — nikoli morCe — ce zda-.nejcitlivéjsim
zviretem. Také jsme nemohli prokiazat skutecnou
antigenni shodu mezi toainem difterickym a pred-
pokladanym toxi..em nasich bakterii, nehledé k tomu,
ze toaicita hemoulytickych kmeau ,e veimi labiini a
slaba, porovnano se skutetnym bacilem Loeffierovym,

Z ostatnich korynebakterii, pathogennich pro labo-
ratorni zvirata a pri.ezitostné ¢i pravidel.é hamo-
lysujicich, bylo Gtelno porovnavat nase kmeny pouze
se 3 druhy: 1. Corynebacterium enzymicum Me.lon
(.917), 2. Corynebacterium pseudotuberculosis ovis
(Preisz-N_cardi), 3. Corynebacterium pyogenes Poéls
(Bacilius liquefacicus pyogenes bovis Lucet).

Mellon popsal v serii 4 praci fadu korynebakterii
(prvy kmen zachycen pii hni.avém abscesu plic
g ¢lovéka, skoncivsim smrtelné), velmi po.ymorfnich
(az entervkokum podobné formy). Nékteré kmeny
kcaguluji miéko, zadny neckagalnoval zelatinu, zcdsti
byly serofilni. Kmen 13 a 14 zretelné hemolysoval,
o.tatni patrné nikoli. Kultury byly vétSinou¥patho-
genni pro kralika a morce, vyvolava ice abscesy
v piicich a suppurat. arthritidu. Ve [iltratu 25 hod,.
bouillonové kultury predpokladad autor toxin, jenz
vSak r.ezabiji kralika, déla pouze zhubnuti a kachexii.
S Melionovym popi-em je velmi tézko nase mikroby
srovnavat, nebot je nedplny. Nelze se ubranit do,mu,
ze Mellon pracoval s riznymi druhy korynebakterii,
z nichz nékteré asi byly pribuzné, ne-li totozné
s nasimi kmeny.

Corynebacterium ovis (pseudotuberculosis —
Preisz-N.cardi) je mikrob v pfirodé velmi rozsifeny.
Vyvolava pseudotuberkulosni léze u ovci nebo toxické
infekce u vepra, hovéziho dobytka i dribeze, Z kul-
tivacnich schopnosti uvadime: Déla zhusta pelikulu
na bouilonu, nekcaguiuje mléko, podle nékterych
(Bergey 1948) ne.kapalfiuje zeiatinu, podle Carna
(studie na nejvétsim mnozstvi kmenia 1939) je zela-
tina pfi povrchu mélce zkapalné .a. Bergey se nezmi-
fiu,e o hemolyse, Hall a Stone (1916) a jini ji nacha-
zeli pravideln&. Carne z istil, Ze # hemolysa by.a pfi-
tomna jen asi u % zkou$enych kmend a pouze kolem
nékterych Kkolonii v hloubce krevniho ajaru. Jiné
kolonie byly obklopeny zonou a hemolysy, jiné beze
zmény. KdyZ pfeotkoval # hemolytické kolonie na
povrch krevntho agaru, jevily pouze alfa hemolysu.

Vétdina autorp) se shoduje v tvrzeni, ze Coryne-
bacterium ovis produkuje toxin (5--8denni bouillon.
kultury) a je veimi nepravidelné pathogenni pro labo-
ratorni zvifata (citliv@ jsou zejména morcata, ale
také i krysy). PodkoZn{ injekce viru.entn{ ku.tury
morletli vyvolavd edem, lokalni nekrosu kuze a smrt



E’ -

CASOPIS LEKARO CESKYCH

zvitete. Podle Halla a Stona promyté kultura bacila
neni pro morce pathogenni.

Corynebacterium pyogenes (Lowell 1837) je podle
ddajd nejrozdirené,si zvireci pathogenni korynebak-
terium. Je nachazeno ,ako primérni vyvolavatel nej-
riznéjSino hnisani (mastitis, abscesy v uatrobach,
polyarthritis, pneumonia, vaginitis, metritis) u ho-
véziho dobytka, vepiu, kozy, téz ovci; velmi casto
jako druhotnd infekce. Z,isteno bylo i u koulky.

Na vSech zvirecich krvich vytvari kolonie se silnou
f hemolysou. V bouillonu granulirnt vazrast, Poca-
teéni kultury jsou obvykle serofilni a lépe rostou za
anaerobnich podminek. Netvori indol ani NHs, nere-
duku_ e nitrity. Je vice sacharolyticky nez Preisz-
Nocardiv bacil. Béhem nékciika dnu zkapalnuje
zelatinu a kocagulované serum. D¢ 3 dnu srazi miéko,
obvykle s druhotnou peptonisaci.

Merchants (1935) popisuje slaby vzrust na koagu-
lovaném seru s 1%, kalium telluritu ve formeé malych,
cernych kolonii, klesajicich do pudy. Kmeny isolované
z pathol. produktu jsou obvykle pathogenni pro labo-
ratorni zvirata. Nejcitlive,8i je kralik intrapleuralné
(Lovell 1937), pak morce, nejméné mys. Tvori sero-
log. typy prokazatelné aglutinaci. Hcmolysin je podle
Lovella rozpustny a ve filtriatu 48 hod. ku:itur dosa-
hu,e snadno titru 1 :200, Tyz autor tvrdi, ze lysin
je asi identicky s toxinem, nebot titr hemolysy a
toxicity stoupa;i paralelné. Pét ml fiitratu 48 hod.
staré Kkultury zabiji kralika Za 3 minut, 2 m!l za
20 minut. I mys$ je citliva na intravenosné vstriknuty
lysin, Lysin i toxin jsou antigenni a sradno neutra-
lisovéany serem hyperimunisovanych zvirat. Antily-
ticky titr u dobytcat lze hodnotit diagnosticky
(Lovell 1939).

Hewit (1947) nasel, ze lysin Corynebact. pyogenes
neni neutralisovan difter. antitoxinem, cystein na nej
nedcinkuje, zato cholesterol v suspensi 1 na miiion
zcela rust jeho acinnost.

Corynebacterium pyogenes tvori rekdy odlisne
varianty. Forgeot (1940) nasSel v lidské infekci va-
riantu zkapainujici zelatinu, ale ne serum, Ochi a
Zaisen, Knome typického C. pyogenes z nemocnych
zvirat, nachazeli zhusta na normalnich siiznicich
zdravych zvirat t. zv. Corynebacterium pueudo-
pyogenes, jez fermentujo cukry velmi slabé, proteo-
lysuje zelatinu, ale nikoli serum. Vetsincu koagyuluje
mléko, ale az po dlouné dobe, nehemolysu e krvinky
vsech zvirat a je pouze s.abé pathogenni.

Porovname-li kmeny nami isolovane s predchaze-
jicimi 3 druhy Kkorynebakterii, najdeme nejvétsi
pudobnost s genus Corynebacterium pyoygenes, Sho-
duji se s nim v produkci rozpustneno nemolysing,
serofilii @ mikrcaerofilii Cerstvych kuliur, keoagulaci
miitka a zelatinolyse i pathoge:.ité vétsiny Kkmenu
pro laboratorni zvirata.

Castecné odlisSna je sacharolysa, neschopno-t
peptoni;u{?at me2né koagulum, neschepnost protec-
lysy koagulova..¢ho sera, p:mala produkce hemo-
lysiny (4—7 dni proti 48 hodiram u ¢zvirecich kmenu
podle Lovella) a nizky titr lysinu ve (filtratech.
Rovnez rychlym mizenim vsSech tecnto uveden,ch
vlastnosti, jakoz i rychlou ztratou pathoyentty v sub-
kulturach se zdaji od.isné od typickyeh evirecich
kmenu. Tésko muzeme posoudit, zda tvto cdcodyky

__Rotntk 1955, islo 47—48.

jsou pouze projevem variability v rémci drubu
Jestlize ano, podoba,i se nékteré nasSe kmeny maxi- °
milné Corynebacterium pyocgenes podle Ochiho a
Zalsena nebo Forgeotové varianté z &lovéka.
NemuZeme se vSak ubranit dojmu, Ze odchylnost
nasSich kment je hlybéi, takze az upomind na bacila

‘Preiszova-Nocardova. Alfa hemoly:a, kters u vétfiny

kmenu predchdzi beta hemolysu, a toxickd smrt
zvirat, infikovanych vetSinou nasSich kmend (tvorba
edéemu s nekrosou), jsou shodné s prabé&hem infekce
Corynebacteriem ovis podle Barrata. Jak uvedeno,

I Corynebacterium ovis muZe byt mirné Zelatino-
lytické, je vzdy méné sacharolytické nez C. pyo-
genes, je schopno beta hemolysy a déla toxin, kdezto
promyta té.a zivych mikrobu — stejné jako u naSich
kmenu — nevyvoldvaji u laboratornich zvirat ztetel-
1.6]Si reakce. .

Pro lepsi posouzeni téchto rozdild a podobnosti
J:me se rozhodli studovat podrobnéji toxin a hemo-
lysin lidskych kmenu a jake modelu j.me pouiili
kmene 9231, jenz jediny si zachoval zbytek patho-
gennich vlastnosti.

Cast 11

Lyofilisovany kmen 9231, oziven nékolika pasazemi
v boulilonuy, pripraveném ze srdecniho svalu. Jakmile
docileno normalntho rustu, péstovan pro dalsi po-
kushé Ucely v masopeptonovém bouillonu (pH 7,4),
k nemurs pridany stopy kalciumpantothenatu, try-
pltophanu a 10%w sterilnitho konského sera. V této
pudé roustlo Corynebacterium pyog. optimalné a po
prechcdnem zakalu vytvareio tretiho dne na dne
,emny, granularni sediment. Zbytek tekuté pudy
zustal upiné ciry.

Tento ciry dekantat 3—4dennich bouillonovych
kultur, pro jistotu jesté centrifugovany, byl zkousen
nd pritemaest solubtiniho hemolyzinu (filtrat ztracel
VO IKOU Cast sve aktivity). '

Vzhiedem k tomu, ze hemolyticky princip byl po-
merne slaby, byla vétsina titracnich pokusd vykonéna
se suspensi kralicich erythrocytd, jez jsou nejcitli-
vejsi. Zjisténo vsak, ze i krvinky lidské a konské
byly dob: hemolysovany. Pokus zarizen tak, ze ¢€iry
dekantit pouillineyé kultury rozpipetovan do malych
rxumavek v dvojnasobnych redenich s naraznikovym
fysiologickym resztokem, pocinaje od koncentrace
i : 2. Pak pridana aa 1Y% suspense kralicich krvinek,
inkubovéano 1 hodinu ve vodni lazni pri 37° C a dalsi
1 hodinu pri teplote laboratore.

Velka rada pokusu ukdzala, ze produkce solubil-
niho hemolysinu v bouillonové kulture je piimo
umerna stari kultury a optimu jejiho vzrustu. Jeden
2 nelepsich rasich pukusu neprokazal touto metodou
rozpusiny hemolysin v dbkantatu 24hodinovém vabec.
Kui.ura t8hodinova mela hemolyticky titr v koneé-
nem zredeni 1 :4, 72hodinova 1:8 a 4denni 1 :16.
Po dalsich drech zvyseni produkce hemolysinu ne-
1OZarovdnao.

Dluzno  podotknout, Zze produkce hemoly.inu
u vsech nasich kmenu byla pomeérneé slaba, purovrano
~¢  2virecimi  kmeny pyogennich  korynebakterii.

*) Experimenty tet) casty vyprocovary dudem v kbakte-
rich goossch dab raterich New  York University, College
i Medecine NOY,
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Molnik 1955, ¢islo 47 —48.

U téchto — podle Lovellovych Gda u — lze dokonce
| ve tiltratech bouillonovych kultur (48 hod. starych)
snadno zjistit hemolyticky titr 1 : 200,

Kromé rozpustného hemolysinu produkovén do
bouillonovych kultur i princip, vyvolavajici aglutinaci
erythrocytl. Tento ukaz je asi identicky s onim,
jeni popsédn pro rizné saprofyticka korynebakteria
a nejnovéji studovan a prakticky hodnocen zejména
u Haemophilus pertussis. Aglutinacni fencmen byl
opét nejeietelnéj8i pfi pouiti kréli€ich krvinek, jeho
titr byl vidy vys$sf neili titr hemolysinu a projevoval
se i tam, kde k uplatnéni hemolytickych viastnosti
kultur jesté nedosio. Dodatefné& jsme z istili zcela
bezpelné rozdilnost substratu, vyvolavajicino aglu-
tinaci & hemolysu, nebot posledni se nam podarilo
purifikadni procedurou (jez bude nize popséna)
nakoncentrovat, kdezto substrat vyvolévajici aglu-
tinaci pfi této procedure zcela zmizel.

Jak vySe uvedeno, obsahovaly dekantaty 4dennich
bouillonovych kultur zhruba nejvyssi dosazitelny titr
hemolysinu. Nikdy vSak nebyly tak toxické, aby i po
i. v. podadnf nejcitlivéjSimu zvireti —*t. ). krsa. <ovi
— v kvantech 5—6 ccm vyvolaly u neho zretelné
pfiznaky onemocnéni, po pripadé smrt. Proto j.me
zkusili isolovat vét$f kvanta toxinu rozbitim bakte-
ridlnich tél. Pfi tom se ukazalo, ze lze z nich timto
zplisobem ziskat nejenom latku charakteru letalné
pusobiciho endotoxinu, nybrz i velikd kvanta koncen-
trovaného hemolysinu,

Proto pouzito centrifugovaného sedimentu 4den-
nich kultur kmene 9231 ve vySe popsaném bouillonu,
Qentrifugaci zahusStén& suspense bakterialnich tél
byla rozbita sonickymi vinami, pfiblizné o 9000
kmitech za 1 vterinu. Takto zpracovan sediment z né-
kolika 1 bouillonové kultury. Rozbitd mikrobislni téla
odcentrifugovana v chlazené centrifuze asi pri 10 000
obrat./1 min. Tim ziskdna nazloutld, fluoreskujici
tekutina o pH 6,9, jiz bylo pouzito k titraci hemo-
lysinu a ke zkouskam toxicity. Paralelné pfezkousSeny
na event. hemolytickou aktivitu také proplachnuté
resuspendované zbytky rozbitych bakteridlnich tél.

Titrace na hemolytickou aktivitu provedena ste né,
jak shora uvedeno. Radou opekovanych pokusu z,iS-
téno, 2e resuspendované zbytky rozbityeh bakte-
ridlnich té] byly témé&fF Gpiné zbaveny hemolytickych
schopnostl. Naproti tomu tekutina, uvolrénd rozbitim
bakterif, méla prekvapujici titr hemolysinu az do

zegdni 1 :256 ++. Z téchto pokust je ziejmo, Ze

bemolysin pyogennich korynebakterii lze uvolnit
v maximéinim mnostvi sonickym rozbitim bakterial-
nich tél. \

‘U talkto koncentrovaného hemolysinu lze se jiZ
odviiit daldich pokusd, zaméfenych k poznéni jeho
povahy. T¢Z na prvy pohled ptipominal O-strepto-
lysin, & to tim, 2e A-hemolysa byla nejzietelné;s

s pejrychiell se ukazovala na plotnéch kultivovanych
af ameerobnich podminek.

’ 'O-Wﬁtdysln. jak znémo, nopﬁsobf’hemolytlcky |
nebo slespolt podstatné ztréct svoji hemolytickou

ofinnost za normilinf tense atmosférického kysliku.
Fjeho velmi koncentrované pripravky musi byt proto
aktivoviny bud pfiddnim cysteinu, nebo Kkyseliny
thioglylapové. Zatizen tedy pokus tak, Ze k hemo-

-

lytiky “phsobfctmui princlipu, ziskanému rozbitim

1

bakteridlnich tél, ktery byl uskladnén nékolik dni
v lednicce, pridan 5%, neutralisovany roztok cysteinu
a ponechan v kontaktu asi 12 minut, Para.elne zkou-
$en titraci princip bez této latky. Opétované pokusy
prednd ukazaly, Ze ani nékolikadenni pobyt nami
isolované substance za normalnich atmosférickych
pcdminek nesnizu,e prili§ jeji hemolytickou aktivitu,
je-li chovana v lednicce. Drunym zajimavym faktem
bylo, Ze cystein nejen nezvysuje hemolytické schop-
nosti této latky, nybrz v nasem experimentainim
zarizeni spide snizuje, i kdyz celkem nepfilis zretelné
(pravidelné o 1 zkumavku). Podle toho by se zdalo,
ze hemolysin korynebakteria kmene 9231 -je patrné
odliSny od téze latky ze zvirecich kmenu Coryne-
bacterium pyogenes, jejichz schopnost hemolysovat
neni cysteinem vubec dotcena (Hewitt). Zcela urdité
je tato latka odiisnd od hemolysinu Coryn. diphthe-
riae typu mitis, a to proto, ze tyZz naprosto neni
latkou solubilnf a ze iz nepatrné kvantum cysteinu
zcela zabranuje jeho tvorbé (tyz autor).

Produkce O-streptolysinu je zcela inhibovana ne-
patrnymi kvanty cholesterclu (totéz popsal Hewit
i pro zvireci kmeny Cor. pyogenes). Zkusili jsme
tedy pridat suspensi cholesteroiu (v koncentraci pri-
blizné 1 :500) i K nami shora isolovanému hemolytic-
kému substratu. V tomto pripadé se ukazalo, ze
hemolytickéd aktivita je zretelné snizena, a to pri-
blizné az o 2 zkumavky. Tento pokus byl opakovan
tak, ze cholesterol byl v suspensi pridan primo ke
krevni plotné, na niz rozotkovan kmen 9231. Mikrob
vyrustal v koloniich stejné velikych jako na plotne
bez cholesterolu a po dobu prvnich 48 hodin bez ja-
kychkcli stop hemolysy. Na kontroini plotné byl
v této dobé jiz zretelny, tfebaze uzky, pruh Ff-hemo-
lysy. Teprve po 72 hodinach potala byt hemolysa
také na cholesterolovanych plotnéch zretelna, az se
konec¢neé 4. Ci 5. den témér vyrovnala hemolyse kon-
troini.

Nezdad sé tedy, ze by hemolysin lidského kmene
pyogennich korynebakterii byl zcela identicky s O-
streptolysinem. Nebylo ovSem mozno vyloucit do-
mnénku, Ze se zde prolinaji 2 faktory, z nichz jeden
by moh} byt piibuzny O-streptolysinu, kdezto druhy,
jenz by se uplatinoval dodatecné (ku pr. na plotnédch

‘s cholesterolem), podobny S-streptolysinu. Bernhei-

mer a spol. ukazali, ze e produkce S-streptolysinu
zavisla na nékterych frakcich ribonukleinovych ky-
selin, Byl tehdy ucinén pokus oviivnit hemolytickou
aktivitu, a tim { kone¢nou produkci koncentrovaného
hemolysinu, pfidanim kyseliny ribonukleinové z kva--
sinek do kultivafnich pid (v kvantu 0,5%) tekutych
i tuhych, Byla-li tato latka pridana do bouillonu (jak
shora popsdn), v némz2 pestovan kmen 9231, aby se
konetné ziskala ndmi zkou$end latka sonickym roz-
bitim tél, nebylo 1ze zaznamenat zadné zietelné zvy-
Seni hemolytické aktivity. Po pfidani ribonukleinové
kyseliny do krevnich floten zddly se hemolytcké
dvorce v nékterych pfipadech Sirsif. Vysledek vimk
nebyl zcela pravideiny.

Zbyvalo jesté zkusit, zda snad (i kdyZ to bylo
velmi malo pravdépodobné) hemolysin neni analo-
gicky lecithinase Clostridium Welchii. Pokus pro-
veden kvantitativné se suspens{ vajefnych Zloutky,
a to metodikou, jiz se pouZivd k prikazu tohoto
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toxin-fermentu in vitro. Opakované pokusy daly vidy
zcela negativni vysledek.

Z celé tétv fady experimentl lze usuzovat s jisto-
tou, ze hemolysin lidského kmene pyogenniho koryne-
. bakteria — kmen 9231 — neni lecithinasou a je
naprosto odliSny od hemolysinu Corynebacterium
diphtheriae, typus mitis. Ma nékteré vlastnosti, kte-
rymi se blizi O-streptolysinu (zdrZeni nebo snizeni
hemolytické aktivity cholesterolem), pokud bychom
vitbec chtéli ¢init nejaké dedukce z pokusu na krev-
nich plotnach, snad se, byt i vzddlené, podoba
S-streptolysinu. Nejsme ovSem schopni na zakladé
téchto pokust vyloucit, ze jde o 2 nebo vice hemo-
lytickych faktor(, podobné jako je tomu préavé v pri-
padé pyogennich streptokoku.

Koncentrovany hemolyticky princip kmene 9231
se ukéazal latkou thermolabilni a zahrati na 35° C
po dobu 5§ minut irreversibilné zni¢ilo jeho hemo-
Iytickou schopnost. Jek nize dolozime, tato nami po
. prvé pokusné ovérena thermolabilita hemolysinu
ukizala jeSté dalSi dalezity fakt, t. j., Zze hemolysin
je faktorem zcela cdlisSnym od letalniho toxinu téhoz
mikroba, i kdyz produkce obou latek v kulturach
vzrusta paraleine. |

Posledni serie pokusi byla vénovéana studiu even-
tudlniho, letdlné ptisobiciho toxinu nasich pyogennich
korynebakterii. O pravdépodobné existenci této latky
jsme se presvédCili pokusy, uvedenymi jiz v 1. casti
této prace (smrt mordete, jemuz byla vstfiknuta
3denni bouillonova kultura bakterii a pouze lehka
pfechodna reakce po injekci vétSi davky zivych mi-
kroba, promytych a resuspendovanych v cerstvém
bouillonu).

Silné hemolyticky aktivni tekutina, ziskana roz-
bitim bakteridlnich tél, vstriknuta 2 kralikum 1. v,,
a to jednomu v mnozstvi 1,5 ml a druhému 2 ml.
lhned po injekci projevovala zvirata pfiznaky blizici-
ho se Scku, zrychlené dychani a po 20—30 min. zvy-
$eni rektalni temperatury. Do 2 hcdin nastato vsak
naprosté uklidnéni a obé zvirata se chovala zcela nor-
malné po dobu asi 16 hod. u jednoho a 20 hod. u dru-
hého. Po této dobd se vSak u obou potaly rychle
vyvinovat priznaky kietovych z&Skubl, pak paresy
zadnich koncetin a za 1—2 hod. smrt. Makroskopicky
sekéni nadlez u obou zvirat byl negativni. . . e

Z tohoto pokusu t;yln jasno, ze z rozbitych mikrob-
nich t&l byl ziskan nejenom hemolysin, nybrz 1 le-
talné plsobici toxin v soustredéném stavu. Kdezto
hemolysin byl natolik koncentrovéan, ze se ho mohlo
pouzit k titraci in vitro, byla koncentrace smrtici
jedovaté latky stale prili§ nizka, nezli aby mohla byt
hodnocena kvantitativne.

Prikro?eno tedy k dalsi jeji koncentraci, a to tak,
ze sonicky ziskana latka precipitovana amonium-
sulfatem, pridanym az do nasyceni. Vytvoril se
lehky precipitat, jenz oddélen od ostatni tekutiny
J0minutovou centrifugaci pri 11 000 rpm. Sediment
ziskany dekantaci rozpu$tén v malém Kkvantu fysio-
logického roztoku a dialysovén pres noc v celofano-
vém vacku v proudici vode. Po skonceni dialysy 4
piekontrolovani (barium-acetatem), ze dialysovana
tekutina neobsahuje jiz zddny amonium-sulfat, bylo
kone¢ného produktu pouzito ke zkouSkam na toxi-
citu. Slo v lehkou kalnou tekutinu, opaleskujici a
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slabé namm&dlé barvy. Koncentrace proti vychozimu
produktu byla téméf trojndsobnd. Koncentrovany
produkt byl pfedeviim vyzkouSen na fnnolstvi
hemolysinu. Pouzito vesmés té: metodiky jako ve
viech ptedchézejicich pfipadech. Paraleiné s kon-
centrdtem zjiltovan titr hemolysinu vychozi teku-
tin€, t. j. t§, jez ziskdna primou sonickou disrupci
korynebakterif. V serii opakovanych pokusid na
nékolika preparédtech, piipravenych z kmene eZ51,
nalezeno, e koncentrat byl asi dvojndsobné he-
molyticky aktivn&j§i neili onen sonicky pfipraveny
extrakt, z néhoz byl ziskén. Z piipravku s nejvyssim
ndmi dosaZenym hemolytickym titrem (1 :258++ +)
vyroben amonium-sulfétovy koncentrét o titru 1:
512+ +, VétSina sonickych extraktd byla oviem
méné hemolytickd (1 : 128+ + +), takZe v téch pHi-
padech byly koncentraty G&inné priblizné do ztedéni
1:256++ +,

Vzhledem k tomu, Ze se kralik uz v drivéjsich po-
kusech osvédéil jako zvife velmi citlivé na toxin,
vyzkousen na nich i koncentrovany preparat. Dvéma
zviratim (vahy kolem 2 kg) vstiiknut koncentrovany
toxin i. v., a to jednomu v kvantu 1 ccm a druhému
v kvantu 0,5 ccm. Prvé zvire za$lo asi za 14 hodin
po injekci, druhé po 24 hodindch a obé za naprosto
stejnych symptomu, jak jsme je zaznamenali po
vstriknuti sonicky ziskaného eluatu.

V nékolika dalSich pokusech ptfezkouSena orien-
tactné thermoresistence letdlni komponenty toxinu
korynebakteria. Bylo jiz shora popsano, ze kratko-
dcbheé zahrati na 50—53¢ C znidilo irreversibilné hemo;
lysin, naproti tomu letdlné plsobici toxin zustal zcela
neoslaben. TyZz snesl velmi dobfe i 1ominut. zahrati
na 65" C a teprve temperatura 80° C, pusobici po dobu
5 minut, osiabila ponékud jeho Gc¢inek. ! |

Relativni necit/TV¥¢ Tetaintho principu na teplo,
zd4 se, ukazuje, ze patfi velmi pravdépodobné do
kategorte komplexnich endotoxinit a nikoli mezi
t. zv. toxické bakterialni proteiny (toxin diftericky,
tetanicky), které jsou prakticky vzdy latky thermo-
labilni. Podotykdme, ze jsme az do této doby neziskail
nikdy tolik purifikovaného preparétu, aby (kromé
biologickych titraci) vystacil k podrobnéjSimu bio-
chemi. .¢mu rozboru.

Amonium-sulfdtem Kkoncentrovany letalni toxin
korynebakteria se ukazal také jedovaty pro bilou mys,
a to rovnéz cestou i. v. Citlivost tohoto zvirete je
nesrovnatelné mensi — porovnano s kralikem — ale
presto takovd, Ze lze u ni stanovit pfiblizné LDs
purifikdtu. Byly titrovany. celkem J3krat postupne
ziskané prepardty a propoCitano podlie Reeda a
Muenche. Prumérna nadmi nalezend hodnota LDso
tosinu pro mysi, vazici kolem 20 g, i. v. cestou kolisé
mezi 0,25—0,3 ml purifikdtu. Jako specificky Géinek
toxinu bylo hodnoceno pouze takové uhynuti, ke kte-
rému dochédzelo po 7—20 hodinach inkuba¢ni doby
za priznaka spastickych pares aZ paralys koncetin,
Maly polet zvirat zaSel téz do 20 min. po injekci
za projevu akutniho Suku, coZz samozfejmeé povazo-
vano za nespecificky a¢inek koncentrétu.

Diskuse

Patrali jsme v odborné literature po zpravach
o prokdazanych pripadech lidské infekce bakteriemi
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podobnymi nadim kmenum korynebakterii. Ku podivu
je jich pomérné malo. Habersang pupsal r. 1926
furunkulosu veterinare, jez byla vyvolana zvirecim
kmenem Corynebacterium pyogenes. Popis a identi-
fikace mikroba jsou veimi neupineé.

Forgeot (1940) uvedl pripad chronické pneuronie
u pastyre, upominajici na aktinomykosu, vedouci
generalisaci procesu k smrti. Vypestované Kkoryne-
bakterium bylo velmi podobno nasim kmenum az
na to, ze postradalo pathogennich schopnosti pro
laboratorni zvirata. Blizsi rozbor hemolysinu nebyl
autorem proveden.

Bailard, Upsher, Seely (1947) vypéstovali Coryne-
bacterium pyogenes soucasné s pathogennim stafylo-
-kokem 2z nekrosy po omrzlinach na noze. Choroba
méla rovnéz chronicky charakter. Pyoygenni koryne-
bakterie se daly prokazat v pomalu se hojici rané
i potom, kdyz z ni stafylokok vymizel, a byly dokonce
jednou zachyceny i v Kkrvi pacienta. Isolované kory-
nebakterium koagulovaio miéko, bylo silné hemo-
lytické, ale prakticky nepathogenni pro laborat rni
zvirata. Bouillonovymi kulturami tohoto bakteriu byl
hyperimunisovan kréalik, jehoZz serum po skoncené
imunisaci neutralisovalo in vitro hemolysin zvireciho
kmene Corynebacterium pyogenes, zaslany k tomu
cill Lovellem.

Zviastni a za imavou kapitolou jsou pomeérné cet-
néjsi nalezy atypickych korynebakterii na lidskych
tonsilach. Tato korynebakteria, podobna daleko vice
druhtim zndémym ze zvireci pathologie (C. pyogyenes,
C. ovis Preisz-Nocardi) nezii lidské difterii, méla
nékdy jasny vztah k anginosnimu onemocnéni, ¢as-
t8)i vSak byla vypéstovana nahodné z lidskych noso-
hitanu pri masovém odbéru vytéru.

Gilbert a Stewart (1926) popsali celkem 31 atypic-
kych kmenl, vypéstovanych z nosohltanu venkov-
ského obyvatelstva, mezi nimz probihalo necharakte-
ristické, ale difterii podobné onemocnéni. 1 kdyz
v nékterych z téchto pfipadt byly vypéstované aty-
pické korynebakterie (nazvané autory Corynebacte-
rium ulcerans) pouze druhotnou florou vedle skuted-
ného difterického bakteria, pro jiné se zdala je,ich
etiologickd role nesporna. Bakterie byly biologickymi
viastnostmi zcela odliSné od C. diphtheriae, a to
zviasté svou Zzelatinolytickou schopnosti a népadnou
pathogenitou pro krélika. Pribéh experimentalni
infekce byl preventivné neovlivnitelny difterickym
antitoxinem. Autofi nabyli dojmu, Ze ze znamych
mikrobl byly jimi vyp&stovany kmeny nejpodobnéjsi
atypickému Preiszovu-Nocardovu bacilu.

Barrat (1833) vypéstoval z lidskych nosohltant
4 kmeny podobné pfedchézejicim, a to 1 z nich p#i
klinicky nesporném anginosnim onemocnéni. P¥ po-
pisu jejich biologickych viastnosti zdaraznil opét
Zelatinolytickou schopnost bakterii, potvrdil jejich
$patny varast na telluritovych pudach a naSel, Ze
nejsou serofilni. Vzristem v bouillonu ptipominaly
autorovl bacila Preiszova-Nocardova, s nimz pry
mély nejvice podobnosti. Obraz experimentalni in-
fekce morlete byl Gpln& stejny jako u néami isolo-
vanych kmend.

Feierabend a Schubert vy-péstuvali z pripadu détské
malign! difterie Corynebacterium, které vyvolévalo
u mortete nekroticky absces. Vytvoifeni nekros ne-

bylo lze zabraniti difterickym antitoxinem. Podrobné
studium techto kmenu nebylo provedeno, nebot
autori byli teho nazoru, ze slo o skutecnou difterii
s antigenne odiisnym toxinem.

Mair (1928) isoloval z ciovéka kmen korynebakte-
ria, oznaceny jako ¢. 2255, ktery byl dodateéné stu-
dovan Barratem a o neco pozde)i Petriem a Mc, Clea-
nem. Toto zvlastni Corynebacterium fermentovalo
skrob a zkKapalnovale zelatinu., Vstriknuto morceti
s. c., usmrtito Je do 3 dnu. Sekcni nalez byl velmi
podobny difterické intoxikaci. Bylo-li morce pred
infekci pasivné imunisovano 1000 j. dift. antitoxinu,
zustalo na zivu, ale v miste infekce se presto.vyvinul
veliky absces. Dalsim rozborem bylo zjisténo, ze
Mairovo Corynebacterium produkovalo 2 rizné to-
xickeé latky, z nichz jedna byla neutralisovatelna
velkym kvantem difterického antitoxinu, druha
nikoli. Tato posledni slozka a podobné i nékteré
2 ostatnich biclcgickych vlastnosti bakteria (zejména
zelatinolysa) je cinila podcbnym Corynebact. Preisz-
Nocardovu. Auteri byii toho nézoru,* ze Mairuy
kmen je skuteCnym prechodem mezi Corynebacte-
rium ovis a lidskym difterickym korynebakteriem.

Nove]i Jebb (1948) prostudoval celkem 26 atypic-
kych kmenu, podobnych predchazejicimu. Z téchto
bylo 24 isolovano z lidského nosohitanu. VSechna
tato korynebakteria byla Zzelatinolytickéd a zretelné
hemolyticka (s uzkou zonou F-hemolysy). Pokud byly
studovany morfologické a vzrastové vlastnosti viech
techto kmenu, nalezeny podobnosti § s C. ovis
I s C. diphtheriae typu gravis. Intradermélni injekce
Kultury morceti vyvolavala absces nebo ulceraci,
subkutanni vétsinou zvirata zabijela za priznakul, jez
bylo mozno oznacit za prechodné mezi symptomy
experimentalni difterické infekce a obrazem, ktery
u téhoz zvirete vyvolavd Corynebacterium ovis
(Preisz-Nocardi). U nékterych kmend bylo mozno
zabranit smrtelnému konci pokusu difterickym anti-

toxinem, vstriknutym preventivné ve velkych dav-
kach.

Jako uastni sdéleni, kt€ré jsme si nemohli ovérit
prirno v odborné literatufe, zaznamendvme, 2e
v Japonsku (pfi pétrdni po difterickych nosiéich)
byla nikoli ojedinéle vypéstovdna korynebakteria
napadné mchutnych heimolytickych schopnosti, s vice
¢i méné ucinnym toxinem, jenz neni neutralisovan
difterickym antitoxinem. O vysledcich prohloube-
ného studia té&chto bakterii nejsme informovéni. Po-
dle vSeho se 2d4, Ze se velmi podobaji korynebakte-
riim z nasich pripadu.

VétsSina starsich praci, a dokonce i nékteré novejsi,
popisuje atypicka korynebakteria, nachdzena uy ¢&lo-
veéka, znacné neuplné. Velmi ¢asto chybi podrobnéjsi
popis jejich hemolysinu, nékdy dokonce ani neuve-
deno, zda vitbec hemolysuji. Jindy nejsou rozebrény
vlastnosti jejich toxinG a zhusta chybéjf udaje o tom,
jak rostou na telluritovych piddéch a zda mén{f miéko
nebo zelatinu. Pravé téchto 5 uvedenych vlastnosti
tvori nejdalezitej§i komplex znakd, jimiz moZno aty-
picka korynebakteria rozlidit témér s naprostou
jistotou od difterického korynebakteria a ohodnotit
jejich skutecnou piibuznost nebo alespoit podobnost
s béznymi vyvolavateli zoonos, a to hlavné s Coryne-
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bacterium pyogenes a Corynebacterium Preisz-
Nocardi (ovis).

Celkem v3ak nutno potvrdit, Ze pathogenni kKory-
nebakteria (mimo druhy striktné anaerobni), odchylné
od Lofflerova bacila a pribuznd zndmym druhtim
pathogennich korynebakterii zvirecich, byva;f u ¢lo-
véka Castéji, nezli se béZne ma za to. Nemyslime
samozfejmé, Ze by tato korynebakteria vidy proje-
vovala svoje vyrazné pathogenn! vlastnosti pro ge-
nus humanum. Castéji jsou spoluifastna jako dru-
hotnd infekce na pathologickém procesu, primérné
vyvolaném jinym agens, nebo se vyskytujl na po-
vrchu lidskych sliznic (noschltan, genitdl) jako
epifytickd flora. Jejich schopnosti toxigenni jsou
viak nékdy tak vyznacné, ze jejich pritomnost u Clo-
véka znamend vidycky jisté nebezpell, a proto take
jejich vyskyt u téhoz musi byt sledovan plynule a
jejich pathogenni role studovéna do podrobnosti.

Pri¢inou, pro¢ jsou atypickd pathogenni koryne-
bakteria pomérné maélo popisovana, je podle naseho
soudu ta okolnost, Zze jejich isolace je snadnd pouze
tam, kde byvaji v relativné c¢isté kulture a ve veli-
kém mnozstvi. Jinou p#ifinou jejich zdanlivée vzac-
nosti vyskytu je mimo jiné také to, Zze se pro isolaci
korynebakterii z nosohltanu bézné vzilo uzivani
telluritovych pid, na nichz atypické kmeny rostuu
Spatné nebo pomalu, ¢i vibec nikoli. Nase zkuSenost
ukazala, ze lze nejsndze zachytit (urcité to plati pro
silné hemolysujici korynebakteria nami isolovantého
typu) tyto bakteridlni druhy na krevnich plotnach
za anaerobnich podminek i tehdy, jsou-li pritomny
ojedinéle a ve velmi smiSené bakterialni flore.

Nami isolovana hemclytickd korynebakteria maji,
jak se zda, nejvice podobnosti se zvifecimi kmeny
Corynebacterium pyogenes (Poels). V praci jsme
ovSem rovnéz zduiraznili jejich odchylné vlastnosti,
porovnano s klasickym popisem druhu. Tézko se mu-
zeme vyjadrit, zda nalezené odchylky jscu vyjadre-
nim normalni Sife variability zvireciho genus, Ci zda
snad znamenaji, ze nami vypéstované kmeny koryne-
bakterii jsou skute¢né prechodnym typem mezi ge-
nus C. pyogenes a genus Preisz-Nocardi. Nase
nejistota je také duvodem, Ze jejich presnou taxo-
nomickou posici nechime prozatim neuzavrenou.
Velmi zajimava je ta okolnost, Ze ani u jediného
z nasich pacientu nebylo lze prokazat intensivne s
kontakt se zviretem (snad kromé styku s kockami),
a to zejména nemocnyin, Pripad nosiCstvi v noso-
hitanu a 2 pripady infekce Zzenského genitalu zvlasteé
jasné ukdzaly, ze je nutno uvazovat i o treti moz-
nosti, ze totiz naSe kmeny jsou samostatnym genus
s vlastnostmi, jimiz se jednak blizi zvirecimu (. pyo-
genes, jednak C. ovis. Jestlize toto genus skute:re
existuje, bylo by podle naseho nazoru vlastni uz
pouze Clovéku, vzniklo ze zvirecich kmenu plynulcu
adaptaci na téhoz, a jsouc fixovano svym nynejsim
pobytem na noveho hostitele, prestalo byt Cinitelem
zoonotickym. Epidemiclogickym dusledkem vzniku
této varianty by byla moznost jejiho primeého prenosu
s ¢lovéka na clovéka.

Podrobne studium hemolysinu kmene 9231, jenz
byl pro nas protetypem isolovanych kKorynebakterii,
prokézalo zajimava fakta. Za prvé se zjistilo, ze ther-
molabilni hemolysin ic elementem sice filtrovatel-
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nym, ale produkovanym tak pomalu do kultivatnich
pud, jako by se uvollioval teprve rozpadem baktertl.
Na rozdll od klasickych popisd Corynebacterium
pyogenes zistdva jeho titr v kulturfch stdle nizky.
Hemolysin sam je jen &dsteCné inaktivovén cholests-’
rolem, ale stejné na né&j pusobl i cystein, jen¥ podie
ddaju pry nemd vliv na hemolysin zvifecich kmend.
Citlivost! na cystein by se zddly nase kmeny pfi-
buzné lidské difterii, jejichz nesolubilnf hemolysin
je Jim ovSem zase niéen.

Uvedli jsme uZ, Ze nevyluCujeme u kmene 9231
pritomnost 2 nebo vide hemolytickych komponent
mikroba, které jsou snad podobné streptolysinu O
a S. Proti tomu, zdd se, v3ak svédéi ta okolnost, Ze
jsme nemohli vidy prokézat jasné a vydatné zvySeni
produkce hemolysinu nukleinovymi kyselinami. Kvdli
uplnosti zde podotykdme, Ze je hemolysin Preisz-
Nocardova bacila (pokud byl vibec s&m o sobé& stu-
dovéan) jeSté mnohem slabsi nezli hemolysin nasich
kment a kromé toho je pokladan za latku nesolu-
bilni. |

Novinkou nasi prace bylo, ze jsme ukéazali na moz-
nost ziskénf velkych kvant hemolysinu sonickym
rozbitim bakterialnich tél a naslednou ultracentri-
fugaci. Takto zahuStény hemolysin (priblizné 10kréat
acinnejsi) bylo lze je3té dale koncentrovat precipi-
taci amonium-sulfatem. Stejnym postupem a Sou-
casné s hemolysinem se Kkopgcentroval z kultury
kmene 9231 thermostabilni a letalné pGsobici prin-
cip, patrné charakteru komplexniho endotoxinu.
Na tento endotoxin je podle vseho nejcitlivé sim zvi-
fetem kralik, o néco méné morte, nejméné mys.
Jedovatost této latky (porovnano s toxickymi bakt.
proteiny) je oviem relativhé mal4, ale jde nesporné
0 substrat charakteru toxinu, nebot pusobi i pFii. v.
vstriknuti aZz po zretelné inkubacni dobé a vyvolavéa
u zvifat premortalni spastické paresy, pak paralysy
a nakonec je usmrcuje.

V Fadé uvedenych pokusu jsme prokazali, ze endo-
toxin a hemolysin kmene 9231 jsou 2 zcela odliSné
latky.

Schopnosti vyvelavat lokalné nekroticky absces
pFipon..naji nase kmeny opét vice C. ovis nebo atypické.
zelatinolytické korynebakteria, isolovand z Clovéka
raznymi autory. Na rozdil od kmene Mair a kment
isolovanych Jebbem nebylo lze v zadném pripadé
u nasich Korynebakterii zjistit, byt i sebemensi anti-
genni pribuznost letdlni Komponenty toxinu s toxi-
nem lidske difterie.

Viechna tata fakta (a zejména v Il. ¢ésti prace,
dosud nikde neuddvand), jak se zdd nejspiSe pod-
poruji domnénku, svédcici o samostatnosti nami
nalezenych lidskych kment atypickych korynebak-
terii. NaSe kmeny se vétSincu svych vlastnosti ne-
sporné vice podobaji Corynebacteriu pyogenes, ale
pti podrobném studiu maji znaky povazované za ty-
pické pro Corynebacterium ovis.

Uznévame, ze nasemu ndzoru o tom, Ze nami z,i8-
té.¢ kmeny korynebakterif jsou fixnimi lidskym:
druhy, chybi zcela objektivni a nesporny epidemio-
loyicky podklad. Bude véci dalSiho pditréni a sledo-
vani vétSiho mnozstvi pripadd pfinést Kone¢ny a
nesporny dukaz o téchto skutetnostech.
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Jestlize viak uz nyni vradime svoje vlastni po-
matky do serie téch pozorovéni, kterd byla uéinéna
pfed n&mi (viz zejména nalez Mairova kmene a
kmend Jebbovych), nemuzeme si odpustit tento z4-
vér: péatrani po toxickych kmenech atypickych
korynebakterii, nalezenych u clovéka, a jejich po-
drobnému studiu je nutno vénovat prohloubenou
pozornost z nékolika duvodu.

Ptedeviim neni vylcuteno, Ze pravé tato koryne-
bakteria jsou dikazem vysoké meoZnosti adaptace
zvifecich parasitickych bakterii na cloveéka. Tato
adaptace mikrobl vede ve svych dusledcich k tomu,
ie se adaptované bakterium stavé samostatnym
druhem, jeni ztrdci sviij pivodné zoonoticky cha-
rakter a méni se v lidského komenséla az parasita.
Tento se nadale &IFi uz pouze interhuméannim kon-
taktem a je potencialné schopny vyvolavat lidska
onemocnéni, drive neznama.

Konetné — a to pokladame jeSté za dulezitejsi —
lze otekivat, ze daldim podrobnym studiem atypic-
kych korynebakterif lidskych a systematickym sle-
dovénim novych piipadi vyvstane pfed nami (St
tada variant, po pfipadé druhd. Tato pak bude moc:
byt vykladana ve svém celku jako obraz postupného
vyvoje korynebakterii, a to od zvirecich pathogenu
aZ ke korynebakteriu lidské difterie.

ZAaveér

Popsali jsme 12 kmend hemolytickych koryne-
bakterii, isolovanych vét$inou jako druhotna infekce
z nekrotisujicich ran, dvakrdt z poSevniho vytoku,
jednou z lidskeé sleziny, jednou 2z détské osteomyeli-
tidy v Cisté kultufe a jednou z krku oSetrovatelky,
kterd nejevila Zaddnych znidmek onemocneni.

Kromé& produkce rozpustného hemolysinu mély
viechny tyto mikroby fadu spolenych znakd, t. .
byly slab& Zzelatinolytické, koagulovaly mléko, byly
mikroaerofilni a serofilnf v prvych pasazich, nero-tly
na pldéch s kalium-telluritem a byly velmi citlive
na penicilin. Osm z téchto dvanécti kmenu bylo velmi
pathogennich pro laboratorni zvifata, zejména kra-
Itk a.morce.

odrobné studium morfologickych, kultivaénich a
biologickych viastnost! ukézalo, Ze jsou blizce pri-
buzné zvifecimu Corynebacterium pyogenes, ze se
viak pFece jen od typickych zvifecich kmenu tohoto
bakteria vyrazné lidi jednak tim, Ze maji znaky bliz-
ké zvifecimu Corynebacterium ovis, jednak takové,
které nebyly dosud u 2adného kmene popsény. Jde
tedy snad bud o lidské adaptaéni varianty zvifeciho
Cor. pyogenes, nebo o samostatny genus, pfechodny
mezi Cor. pyogenes a Cor. ovis. -

Miadé bouillonové kultury i bakteril prosté de-
kant4dty mladych kultur nepatrné aglutinujf kralici
krvinky. Tento fenomen je vyvinut u kultur, jez
" je#té bud neobsahujl hemolysin, nebo kde je piito-
men v malém mmoistvl. Aglutinace predchazi hae-
molysu a dosahuje vy3#tho titru. Jeji adinny prin-
cip neni asi shodny s hemolysinem, zdd se podobny
. 14tkdm nalezenym v nékterych saprofytickych bak-
teriich a u Haemophilus pertussis.

Pro pyogenni korynebakterie typicky hemolysin a
zérovefi\ endotoxicky princip mohl byt isolovéan
v koncentrované formé z t&l bakteri!, jez byly roz-

bity ultrazvukem. Bylo pouzito tri dny starych od-
ctfedénych bouillonovych kultur kmene 9231 (o3tec-
mye!itis). Dal§i koncentrace hemclysinu t endotoxinu
bylo dosazeno precipitaci amonium-sulfatem s na-
lednou dialysou.

Proti nazoru nékterych autor( bylo vSak dcka-
zano, ze je hemolysin uplné odlisny od smrtici sou-
»&sti toxinu. Hemolysin je thermolabilni a aplné se
ni¢i pri 50"C béhem nékolika minut; ma nektere
vlastnesti O a S streptolysinu.

Endotoxickd komponenta je thermostabiini (snese
zabfati na 80YC po 5 minut). Obsahuje bilkoviny a
hubi po nitrozilni aplikaci bilé my3Sky a kraliky po
osmi a? dvacetihodinové inkubaci. U pokusnych zvi-
Fat vzestupné obrny, za€inaici od zadnich konéetin,
pfedchazely smrt. Endotoxin nebyl zvlast silny, jeho
lethatini ddvka byla priblizné 0,25—0,5 ml pro kralika
vaziciho asi 2 Kg.

Na podkladé téchto rozborl je prodiskutovana de-
finitivni taxonomicka pocice lidskych hemolytickych
korynebakterii.

Porovnaji-li se mikroby v nasi praci s onemi, jez
popsany v literatufe, zjistime, Ze byly isolovany
. Clovéka atypické korynebakterie, upominajici jako
na%e na Cor. pyogenes, tfada jinych podobnych Cor.
ovis, a Konelné ty, jez tvori prechod mezi Cor. ovi:
a Corynebacterium diphtheriae.

Tim se nabizi domnénka, Ze mezi atypickymi k.:-
rynebakteriemi isolovanymi z Clovéka lze najit
varianty zvifeciho Cor. pyogenres a Cor. ovis a radu
prechodnych typu, jeZ, pellivé porovnany, snad do-
kumentuii vyvoj od zvitecich kdrynebakterii k lidzke
difteri.

Brneoaabl

®. [Tatouka: YeaoseueckHe Pa3HOBHIAHOCTH
Corynebacteria pyogenes

On#cado 1B3eHaaulatTh UITAMMOB TreMOJHTHYC-
CKHX KODHHcOAKTepHH; B OOTLUIHHCTBEC  Cay4daesn
OHH GbIIH H30JHPOBAHL! 13 K&YCCTRe BTOPHYHON
HHGCKUHH HeKpoTHuecKix pau: jlBa pa3za u3 Ge-
JeH, OHH pa3 H3 CCJC3CHKH dC10BEKa, H3 OCTeOo-
Mit3JiHTa v pefeHka (B YHCTOH Ky.1bType) H OIHH
Pa3 H3 rOPTaHH Me1CecTpbl, KOTOpas sBHJAACH CO-
BCCM 3]10POBOIH.

KpoMe npoaykiliii pacTBOPHMOro reMOJIH3HHA
BCe 3TH MHKPOGH! HMesH pad o6llHX 4epT, T. €. cha-
50 PO3KHAKKANH KeJAaTHHY, CBEPTOBAJH MOJOKO,
SBHJAHCH MHKPOA3POPHUJbHBIMH H CepOPHIBHHMH
3 MepBbIX Naccaxax, Ha MHTATCIbHHNX Cpelax
¢ TeAJYPHTCM KaJiusl He POCJIH H ABHJHCL OYeHb
YYBCTBHTENbHBIMH K NCHULHAAHHY. BoceMb M3
9THX J1BeHa1UaTH UITaMMOB OblJIH OYCHb MaTOrEeH-
Hbl AAR Aa00PaTOPHBIX XHBOTHBIX, TTaBHbIM 00pa-
30M /18 KPOJHKOB H MOPCKHX CBHHOK. ‘

[MoapobHoe wH3yueHHe HX MOPPOJOTHYECKHX,
KVAbTHBAUHOHHLIX H OGHOJTOrHYECKHX KauecTB MoO-
Ka3aJio, XOTsi OHH 6.113Ko cpolHsl ¢ Cor, pyogenes
KHBOTHBIX, YTO OHH FIBHO OTJHUYAKTCH OT THITHUC-
CKHX uItaMmoB 3Toit Gaktepuu. C 01HOA CTOPOHH
y HHX 4YepThi cesasbiBaiolyde WX ¢ Cor. ovis, i
¢ JAPYroH CTODOHBLI ¥ HHX YEpThl, KOTOPhie 10 CHX
11Op He OLIAH ONMHcaHbl Hit Y 0/1HOr0 KX poaa. Mrax
3TH MHKPOOPFaHH3Mbl HAH a1aNTHPOBAHHBIC HA He-

- - WWW,
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A0BeKa BapHauthl Cor. ovis, HAH OHH COCTABANIOT

CaMOCTOATEAbHBIH PO.1 CTORWHA Mexay Cor, pyo-
genes 4 Cor. ovis.
Moaoasic KyabTypbl B OvV.1bOHe, 1axke 6Geibax-

TEPHAHBIC  HAA0CATOYHLIC KHIAKOCTH MOJ0OIBX
KyAbTYP TOHKO AN TIOTHHHPYIOT  3PHTPOUHTOR
KPOHKA. 3TOT (HCHOMEH  NPHCYILHIA  KYJbTypaMm

Y KOTOPHIX IH OTCYTCTBVCT FCMOJA3HH HTH ©fo Ha-

XOAHTCA OUCHb Ma.10. AMMOTHHAUHA OCVHICCTBIIA-
eTCA NCPe.l reMOTH30M H A0CTHIACT BRICOKOIO THT-

pa. Ero akTHBHOC Ha4a.10 BUDUSITHO HC HIICHTHYHO

C TeMOJH3HHOM — KaxkKeTced, HTO OHO  N0J00HO
CYOCTAHILHAM, KOTOPHIC HAXOIATCH  V HERKOTOPBIX
canpoHTHUCCKHX  GakTepit M v Haemophilus
perfusans.

THIHUECKOE 171 HHOTCHHBIX KOPHHCOAKTCOPHH 1t
O.THOBDEMCHHNO TOKCHUCCKOC HAua 10 MOAHO OLITO
H30. THPOBATL BB KOHUCHTPHPOBAHHON HopMe H3 Hak-
TEPHHHBIX TCT PA3PVUHICHHLIX VIETPA3IBVKOM, [1PH-
MCHATHCD TP IHY CTapuie OVIILOHEOBLIC KVILTVDLI
wraMMa 9231 (octeovusant). Jlaaoheiiimast KoH-
HCHTRAIHS IDOHIBCTCHA NPCHHNINTANHC cvabida-
TOM AMMOHHA ¢ HOCTCIVIOHIHM THASTHIOM NIDOTHB
BO.TIOMPOBOIHOH KO T¢,

B npotHBOnoaomHOCTL  MHOHIO
dBTOPOB MOHO NBITTO JTORAZATL, UTo  FestOO 3N
MOTHOCTLIO OTANHUACTCH OT JICTAJILHOH COCTaBHOH
aCTH TOKCHHA. [ eMOAH3HH HeveToliunn K rernay i
MOTHOCTLY)  VHHYTOAAICTCS B TOHCHHC  HUCKOLKO
MHHYT noX BadstHges: 00" Co ToT caMbiil siMeeT He-
KOTOphIe ¢BoHcTBa () # S CTPCHTOTHHOR,

JHIAOTOKCHUCCKIT KOMIOHCHT VCTOMHHE K 1Oy
(BBIACPDAHT Harpesatite ta &Y C pa 5 vinvr). On
COACPANT GeTKIT B VOUBACT HHTPABCHO3ZHBIM BRC1¢-
HHEM MBUHICE H KPOTHROB 10¢T1e 8 20yacoporo
HHKVOaltonnoro nepuota. CJMepTh HAaCTVILLTG TK)-
CJ¢ ACHCH TCNTHOTO MAPAJIHTA, HAUPHA ¢ 34 1H1X
KOHEUHOCTCH. IHA0TORCHIT He SRIICH ONCHE CHLTh-
HoiM;, ero Lldsy -— 023 - 05 v 11 Kposiika
B 2 Kr Beca.

Ha ocnose sriix paszfopon Be1eTes AHCKVCCHA 1O
OKOHUATCALHOMY  TAKCOTIOMHUCCKOMY MO0 ACHHIO
FEMOTHTHYCCKHXY KOPHHCOAKTCPHIT YO T0OBCKA,

HOKOTODHIY

Summary

F.Patoc¢ka: Human Variants of Corynebacterium
Pyogenes

Twelve strains of haemolytic corynebacteria arc
described which were mainly isolated frcm cases of
secondary infection of necrotic lesions, twice from
a vaginal discharye, once from a human spleen, once
frcm a case of osteomyeiitis in a child (in pure
culture), and once from a thrcat ¢f a nurse who
otherwise <howed no signs of illness.

Besides the production of a soluble haemolysin,
all the<e microbes had certain common  char-
acteristics, i. e., they liquefied gclatine to a small
degree, clotted milk, were microaerophiiic and serc-
philic in their first passages, did not grow on media
with potassium tellurite, and were very sensitive to
penicillin. Eight of the twelve strain; were very
pathogenic to laboratory animals, especially U
rabbits and guirnea piys.
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Detailed studies of their morphoiogical, cultural
and biological properties proved, that although the
microbes are closely related to the animal Coryne-
bacterium pyogenes, they distinctly differ from the
typical animal strains of this bacterium. On the one
hand they have certain characteristic that bind them
to Corynebacterium ovis, on the other they possess

such features that hitherto have not been described
In any genus.

These microorganisms may either be human
variants of animal Corynebacterium pyogenes, or
may form an independent genus standing between
Cor. pyogenes and Cor. ovis.

Young broth cultures, even bacteria-free super-
natant flulds of young cultures, slightly agglutinate
rabbit erythrocytes. This phenomenon is present in
cultures which do not yet contain haemolysin, or
where it is present in small quantities. Agglutination
precedes haemolysis and attains a high titre. Its
active principle is not probably identical with the
haemolysin, it seems to be similar to substances
found in some saprophytic bacteria and Haemophilus
pertussis.

A haemolysin typical of pyogenic corynebacteria
and an endotoxic principle could be isolated ii-
mutanecusly in concentrated form from bacterial
bodies disrupted by supersonic waves. Three day old
centrifuged brcth cultures of strain 9231 (osteo-
myelitis) were used. Further concentration of the
haemolysin and endotoxin was achieved by precipit-
ation with ammonium sulphate followed by dialysis
against tap water.

In contradistinction to the opinion of some authors
it could be proved, however, that the haemolysin is
completely distinct from the lethal component of
the toxin, The haemoly<in is thermolabile and is
completely destroyed within several minutes on
50" C. The same has some properties of the O and
S streptolysin,

The endotoxic component is stable to heat (sup-
ports heating to 80° C for minutes). It contains pro-
teins and Kills by intraveneous injection mice and
rabbit- after an 8 to 20 hour incubation period. The
death of experimental animals was preceded by an
ascendent paralysis beginning with the hind legs.
The endotoxin was not very potent, its LDs) heing
0.25—0.3 ml for a rabbit weighing about 2 kilos.

On the basis of these analyses the definite taxo-
nomic pozition of human haemolytic corynebacteria
is discussed.

When we compare the microbes described in our
repcert with those that are presented in world
hiblicgraphy we discover that in man there were
isolated atypical corynebacteria which (like ours)
recemble Cor. Pyogenes, a scale of others similar to
Cor. cvis, and lastly those that stand somewhere
ha!fway between Cor. ovis and Cor. diphtheriae.

As a result it seems that among the atypical
corynehacteria isolated in man there can be found
variants of animal Cor. pyogenes and Cor. ovis and
a scale cof transitory types which perhaps signify
a development of animal corynebacteria into those
of human diphtheria.
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