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PRUZKUM FAKTORU OVLIVNU]JICICH VIRULENC]|
LISTERIA MONOCYTOGENES#

FRANTISEK PATOCKAaJIRISCHINDLER

Pokud je ndm znamo z pristupné literatury, nebyl dosud z genus Listeria mo-
nocytogenes — s vyjimkou zjisténi uvadéného Stanleyem — isolovan ani jasny
toxicky princip, ani frakce, jeZ by v relativné ¢isté formé mohla byt povazovana
za faktor virulence tohoto mikroba. S tim koliduji nékteré nélezy pathologicko-
anatomické, zejména jasné vyjadreny nazor Flammuv, ktery dokazuje, ze u mysek
podléhajicich infekci listeriemi do 3 dnd vznikaji nekrosy jaterniho parenchymu
- prfesvédcivé toxibakteridlniho charakteru.

Bylo smyslem na$i priace pokusit se orientacné o dukaz nékterého z uvéade-
nych faktora virulence ¢i toxicity listerii.

Celkem bylo malo pravdépodobné, Ze by podstatnym faktorem virulence Lis-
teria monocytogenes byl jeji oxygenlabilni hemolysin, ktery je filtrovatelny a po-
dobné jako streptolysin O aktivovatelny cysteinem. Jeho existenci jsme prokazali

~ nejen v bujonové kulture, ale nasli jsme, Ze persistuje v prokazatelnych titrech

i ve sterilnim autolyséatu, jehoz se uzivalo k pokusim niZe uvedenym. Kompletni
~ hemolysa 0,25% krali¢ich krvinek nastavala pfi davce 0,045 mg autolysétu, v na-
Sem pripadé v titru 1:16. Pripomindme existenci hemolysinu jen kvili dplnosti,
nebot neni mozno vyloucdit jej jako pomocny faktor virulence, jemuz ma byt v po-
kusech vénovéana pozornost.

Jedina, az dosud znadma toxicka latka, isolovand z téla listerie, byl polysac-

-charid popsany Stanleyem v roce 1949. Bylo tedy pochopitelno, ze jsme své prvni

pokusy orientovali na isolaci této latky a provéreni jeji toxicity a pozdeji even-
tudlné na zjisténi, zda nemé& podpurny vliv na infekci. Soucasne s tim jsme se sna-
-Zili zachytit i jiné mozné toxické produkty, jez citovany autor ve své praci ne-
uvadi.

Uvedeme zde struéné metodiku naseho preparacniho postupu:

48hodinova kultura z glukosového bUJOIlLl byla opakované zcentrifugovana, resuspen-
dovana do alkoholéteru a ponechéana extrakei pres 48 hod. v lednici. Susina mleta 24 hodiny
na kulovém mlynku, pak extrahovéana v destilované vodé po 48 hodin, ¢imz ziskana medove
zluta kapalina,

1. Extrakt vyluhovan trikrat chloroformem, poté nasycen krystalickym amonium sul-
fatem. Po odstaveni pii +49 C ziskana bohata vlocCkovitd sraZenina. Ziskany precipitat se
lehce rozpousti v desetiné plvodniho objemu destilované vody. K supernatantu pridany
2 objemy ethanolu a krystalicky natrium acetdt do konecné 104 koncentrace. Po 24 hodi-
nich se vytvofila jemna, hedvabna, vlockovitd srazenina, Centrifugaci sediment oddelen,
promyt nékolikrat ethanolem a rychle vysuSen ve vakuu. Ziskén kfidové bily préasek, jenz
po rozpusténi daval silné positivni reakci Molischovu, neredukoval Fehlingav roztok a ne-
daval positivni reakci na bilkoviny. Tento preparat, jimZz jsme se priblizili — pokud mozno
podle neaplného popisu — k polysaccharidové sloZce Stanleyové, byl nareden do koncen-
trace 50 mg/ml, t. j. 5%. Oznacen SII.

2. Vodny extrakt alkoholéterové suSiny smichdn s prechlazenym acetonem (—200 C)
v poméru 30 m! k 85 ml a po pfidani ledové kyseliny octové (3 ml) uloZzena smeés pri
—250 C po- 48 hodin. Po této dobé se vytvoril vlockovity sediment, jenz byl dekantaci a

¥} Predneseno na sj‘ezdu o anthropozoonosach v kvétnu 1956 v Praze.
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rychlou centrifugaci, pfi niZz teplota neprestoupila —50 C, oddélen. Sediment poté rozpustén
ve vychlazené destilované vodé, dialysovan v ledniéce proti destilované vodé po 24 hodiny.

Oznac¢en ACIV,
3. Vodny extrakt po chloroformové extrakcu vysrazen prldémm 2 objemu ethanolu.

V lednici vznikly precipitat oddélen centrifugaci. Sediment vysuSen ve vakuu a rozpustén
v destllovane vodé. Oznacen STI.

Listerie zivé (5,000 000) 0/5
Listerie Zivé + listerie usmrcené (2,5 mg) 9/10
| Listerie usmrcené (2,5 mg) 9/10

100 -

!_ ' T ¥ il _ l _ _ .l. .l il .r-

1 b 3 4 S 6 7/ 8 g

Obr. 1. Smrtnost mysSek v % pfi i. p. aplikaci dvakrat promyté kultury Zivych listerii
v davce 5,100 spole¢né s 2,5 mg mrtvych listeriovych tél.

4. Vodni extrakt alkoholéterové suSiny po 72hodinové extrakci oznac¢en D,

5. Polysaccharid pripraven podle metodiky Fullerovy tak, jak se ho pouzivad pro pre-
cipitaéni reakce. 0znacen F.

Vsechny tyto preparaty testovany na toxicitu na myskach ve skupmach po Ctyrech,
ve vaze 11—13 g; cestou i. p. v davece 0,5 ml, i. v. 0,5 ml a cestou i. ¢. v davee 0,03 ml.
Prepocteno na absolutni mnozstvi u preparati STII a F, bylo pfi i. p. aplikaci vstrikovano
25 mg a 10 mg substance, pfi i. c¢. aplikaci 1,6 mg°a 0,6 mg substance.

Zadni z mysSek v tomto pokusu nezasla Také kréalik 2200 g tézky, jemuz bylo vstiik-
nuto intra venam 1,5 ml preparatu SII (t. j. 75 mg substance), prezil a nejevil ani nej-
mensi naznak alterace Ackoli jsme uzili dévky u kralika 15krat vétsi nez Stanley, nepozo-
rovali jsme tedy u popisovaného polysaccharidového preparatu letalni efekt. Také v pokuse
na mysSkach jsme medocilili positivnhiho vysledku.

V druhé radé jsme uvazovali o pripadném vlivu povrchovych sloZzek mikrobiadlnich tél
¢i latek uvolnovanych v prvnich 24 hodinach rustu listerii do kultiva¢niho media. Studovali
jsme vliv promyvani mikroba fysiologickym roztokem na jejich virulenci.

Dvéma skupindm mysek po 24 zviratech vstrikovano 6 rtiznych davek 24hodinové kul-
tury listerii, Kazdou davkou o¢kovany i. v. 4 mysky; davky od 5500 mikrobd zvySovany vzdy
10krat do davky 550 miliont. Prvni skupina obdrzela bujonovou kulturu, druha suspensi
mikrobt 2krat promytych ve Ifysiologickém roztoku. Vysledek byl zpracovan podle sta-
tistické metody Reeda a Muencha. |

U nepromytych mikrobi stanovena LDsy; =1 600 000 zarodkl. Pocet zi vy ch mikrobt
gse promyvanim nezmeénil, v 1 ml bujonové kultury stanoveny 2,2 miliardy, v proprané
suspensi 2,3 miliardy. -

Ke stejnym vysledkum jsme dosli i pri i. p. aplikaci. Toto, byt i presvédéivé
zjisteni registrujeme s reservou pro novéji diskutovanou, ne zcela Uplnu spoleh-
livost uvedené statisické metodiky v bakteriologii vibec. Vhodnéjsi metody sta-
tistického zpracovani podle Boneta-Maury & spol. nebylo mozno na naSem mate-

rialu pouzit.
V dalsi praci jsme obratili svou pozornost na slozky mlkroblalnlch somat.

Centrifugat dvoudenni bujénové kultury byl smichdn s alkoholéterem, mikroby tak
usmrceny po 48 hodinach pri +4°C. Poté usuSen ve vakuu a resuspendovan ve fysiologic-
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.+ “kém roztoku. Myskam vstrikovéano spole&né s infikujicim mnoZstvim listerii Zivych, 025 ml

i~ suspense mrtvych mikroba v dédvce odpovidajici 2,5 mg suSiny. Uspofadani pokusu a vy-

- sledky ukazuje obr. 1.

; V predvedeném pokuse je patrny potencujici vliv mrtvych tél listerii na ex-
perimentalni infekci,. Uéinny princip je tedy obsaZen v plasmatické substanci lis-

. terii. |

¥ Abychom uvolnili co nejSetrnéji endocelularni hmotu, podrobili jsme Cerstvé -

- kultury autolyse pri nizké teploté.

55.000 mikrobii 55.000 mikrob
0,37 mg - 0,185 mg
100 - 700"]
501 50 -
1 2 3 4 5 6DNY | 172 3 4 5 6DNY
20.000 mikrobt 95.000 mikrobu
0,099 mg 0,037 mg
100 1 100
501 50-
1 2 3 4 5 6DNY 1 234 5 6DNY

Obr. 2. Smrtnost mySek v 0 pri i. p. aplikaci 55 000 listerii spoleé¢né& s rUznymi davkami
autolysatu v mg vlhké vahy. (Niz§i kfivka znazornuje kontrolni pokus.)

990.000 mikrobt 990.000 mikrobu
0,37 mg : 0,185 mg
100 100
50 f/ 50 //>
‘ 1 234 5 60NY 1234 5 6DNY
090.000 mikrobt 250.000 mikrobt
0,099 mg 0,037 mg
100 100
20 - / ¢ SO‘I // :
1 2 3 4 5 6DNY | 1234 5 6DNY

Obr. 3. Smrtnost mySek pfi i. p. aplikaci 550 000 listerii spoletné s riznymi davkami auto-
lysatu v mg vlhké vahy. (Nizsi kfivka zndzorniuje kontrolni pokus.)
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Zcentrlfugovana 48hodinva kultura ulozema na 6 dni do chladnic¢ky. Po této dobé mi-
kroskopicky kontrolovana. Mikrobni téla se jiZ nebarvi podle Grama, jsou rozrusena, ma,]l
neostré kontury. Provedena kultivaéni kontrola, jiZ ovérfena sterilita. Skupindm po 15 mys-
kach vstrikovan tento autolysat spoleéné s infikujicimi davkami listerii v rizném kvantu.
Prepocitano na absolutni mnoZstvi susSiny, aplikovali jsme mySkam i. p. ve smési s inoku-
lem od 0,018 mg do 0,37 mg autolyséatu

Uzili jsme 2 ruznych davek zivych listerii, abychom se za danych podminek

pokusu (stari, vdha a kmen mySek) co nejtésnéji priblizili mezni smrtelné davce.

Listerie 3/95% 17 /95
Listerie + extrakt 30/z3* 30/5,
Extrakt - 0/3p% 0/30

%

100 -
90 -
80 -

] I, 1 \ |

1 2 3 4 5 )

Obr. 4. Smrtnost mySek v % p#i i. p. infekci spoletné s 0,25 ml vodniho extraktu liste-
riovych tél, Kolmici zdiraznéna smrtnost do tiff dnt. (Viz text.)

Po radé zkuSenosti jsme se totiz presvédcili, Zze se LD 50 u nami uZivaného kmene
pohybuje priblizne v mezich plus-minus 1 logaritmus. Proto také bylo zasadné
v celé praci uzivano pro kazdy pokus kontrol zvlast., Vysledek pokusu pri infekci
93 000 a 555 000 mikrobu ukazuji obr. 2. a obr. 3.

Potencujici vliv latek obsazeny v autolysatu zavisi tedy na davce infikujiciho
mikroba a na celkovém mnozstvi autolysatu. Samotny autolysat nebyl pro mysky
toxicky v davkach v rozmezi od 0,037 mg do 0,7 mg, tedy ani v davkach dvo;;na—
sobnych, coz overeno na 90 myskach ve skupinach po 15.

V dalsi serii pokust jsme péatrali po pritomnosti Gc¢innych latek z tél ve vod-
nim extraktu a orienta¢né po jejich povaze.

Drt alkoholéterem umrtvenych a usuSenych tél byla extrahovana destilovanou vodou
po dobu 48 hodin pfi laboratorni temperatufe v 1004 suspensi. Ziskana Zlutochnéda kapalina
davala positivni reakci Molischovu a s kyselinou sulfosalicylovou, s nasycenym roztokem
amonium sulfatu a s ethanolem se tvorila bild srazenina. Po pfidani krystalického amonium
sulfatu do nasyceni pri teploté 20° C utvoril se husty, bily precipitat, jenz ponechan
v lednic¢ce, sedimentoval za nékolik hodin. Po centrifugaci a oddéleni ¢irého, bezbarvého
supernatantu se porcelanove bily sediment zcela lehce a ihned rozpousti v 1/;9 plvodniho
objemu destilované vody, ¢imz nakoncentrovan desetkrat. Poté roztok dialysovan pri 40 C
po 18 hodin proti destilované vodé. Reakce na bilkoviny a Molischova stéale silné positivni.
Pivodni extrakt aplikovan mySkam v nékolika pokusech, jejichz vysledek znazornén v sou-
hrnu na obr. 4.

Nakoncentrovany extrakt byl vstriknut myskam i. p. spolu se Zivymi listerie-
mi v davce Skrat mensi nez puvodne. Vysledek znézornuje graf na obr. 5.

*¥ Smrtnost do 3. dne.
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22 Orientaéné zkouSen také pOtenCUJICI G¢inek polysaccharidového preparatu
L Stanleyova, pripraveného podle jeho metodiky. 12,5 mg preparédtu SII vstiikovano
ks 5000 000 listerii i. v. s negativnim vysledkem.

¥} Na zaklad€ pravé povédénych faktd usuzujeme, Ze je aktivni princip obsaZen
| v polysaccharidovéproteinovém komplexu; je malo anebo vibec nerozpusiny v al-
i koholéteru, neprochazi dialysa&ni blanou a lze jej nakoncentrovat vysolenim sira-

9
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Obr. 5. Totéz jako predchozi obréazek, pri aplikaci 10krat koncentrovaného extraktu
Skupiny po 10 myskach.

- nem amonnym. Naproti tomu neni vSak, jak se zda, pfitomen v Cisté polysaccha-
. ridové frakci mikroba s vyjimkou té moznosti, Ze by byl rozpustny v chloroformu
¢i na toto organické rozpustidlo citlivy.

O specificité pozorovaného jevu jsme se presvédcili vstrikovanim zivych liste-
rii se suspensi usmrceného enterokoka v déavce 0,037 mg suché vahy, ktera pru-

‘béh infekce u 15 mysSek proti stejné pofetnym kontroldm nijak neurychlila ani
neovlivnila.

Ze vSech uvedenych faktQ uzavirdme, Ze jsme v organismu Listeria monocy-
togenes prozatim nenasli zadnou latku vyrazné toxického charakteru. Naproti to-
mu se ukazuje, ze nékteré slozky jejiho téla maji pfi infekci u laboratornich hlo-
davel udinek sniZujici jejich resistenci tak, Ze, vpraveny do organismu spolecne
s infektem, plsobi podle svého kvanta urychleni smrtelného prubehu. Nemuzeme
zatim rozhodnout, zda tu jde spiSe o UCinek analogicky subtoxickym davkam
Boivinova komplexu Enterobacteriacei nebo povrchovému substriatu Pasteurella
pestis, ¢i dokonce faktor porovnatelny s M-proteinem sterptokoku. V kazdem pri-
pade bude vSak nutno predevs$im studovat vztah tohoto principu k leukocytum

i jinym bunkam.

Uéinkuji tedy mala kvanta zivych bakterii, potenciovana shora uvedenymi
principy, v podstaté asi stejné jako velka a bezpecnd smrtici davka tychz listerii.

V predloZené praci jsme se snazili diskutovany problém pouze experimentalni
cestou doporudit k tvaze. Jeho propracovani bude predmetem dalsi prace.

SOUHRN

Nepodafilo se zatim prokazat zadny toxicky princip z tél Listeria monocytogenes pri
reprodukci prace N. F. Stanleye ani nékolika postupy vlastnimi.

Mrtva téla listerii pUsobi pri inokulaci se zivymi bakteriemi téhoz druhu podpurnym
zplusobem na i. p. infekci bilych mysek. Tyz Gcinek an infekci ma také autolysiat a vodni

extrakt drcenych lisieriovych t&l. Uéinny princip nalezeny ve vodnim extraktu lze nakon-
centrovat amonum sulfatem.
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- | - PE3IOME

H3yyenne (akTopoB, 0Ka3bBAKIIKHX BAHAHHE HAa BupyaeHTHOCTb. Listeria monocytogenes

fl

B npencrarneHHol nepBOH 4acTH HAIUHX ONBITOB MBI CTPEMHJIHCh H3y4YHTh BOSMOXHYIO
NePBHYHYIO TOKCHYHOCTb SKCTPAKTOB JIMCTEPHHHBIX TeJl. TecTHPOBajach TaKiKe TOKCHUHOCTh
MoJIHCAaXaPHAHON (paKuuyd BOAHOro sKcrpakra no Crennd. Hu oauH u3 yKazaHHBIX MpenapartoB
He OOHAPYXHBAJ TOKCHYECKOro JeACTBHA NPH BHYTPEHHOM, BHYTPHOPIOIIHOM H BHYTPHMO3IO-
BOM BBEJSHHH MBIIIAM,

HMes B BHAY XapaKrep T'HCTOJIOTHUYECKHX HaxoaoK I. PiaeMMa B cnyqaﬂx paHHe#l rubenu
MbILIEH Mocje BHYTPHOPIOIIMHHON MPUBUBKH, Mbl CTPEMHJIHCh B yKa3aHHOH CEPHH CBOHX OIMNbI-
TOB YCTAHOBHTH IPUUHHBI T. H. TOKCHOAaKTepHaJbHOro AefictBuda jucTepuit (PnemMm).

OpHeHTHPOBOYHOr'O ObIIM NMPOBEPEHLI MATOTErHHLIE CBOHCTBA HaLIero wiraMMa B Pa3jHY-
HbIX crocoGax npuBuBKH. Ing mramMMa SE, nogiaepKuBaeMOro HalUHMH [Macca)amH, MbIIIH
oGHapyXHBa/MH HauOOJBIIYI0O YYBCTBHTENbLHOCTb IIPH TNPHBUBKAX B MO3r, MeHbLIasd YYyBCTBH-
TeJIbHOCTh OTMeYaJiach NPH BHYTPHOPIOLIHHHOM BBEHEHHH,

[IpHuuMasa B pacueT BO3MOXKHOE BJHAHHE INOBEPXHOCTHBIX MHKPOOHBIX KOMIIOHEHTOB Ha
BHPYJEHTHOCTb JIMCTEPUM, MBI CHe/aJid NOMNbITKY YCTAHOBHTH CMEPTENbHYIO 103y BHYTPHBEHHBIM
MyTEM TIPH HCIOJAb30BaHHH 48-yacoBoil 6YJBOHHOH KYJbTYPbl IO CP4BHEHHIO C TOH XK€ KYJIbTY-
pOil ABaXKAKl OTMHITOH HH3HOJNOTHUECKHM pacTBOPOM. B HeCKONBbKHX clydasdax ObLIO YCTaHOB/IEHO
yro LD 50 (no Puay u MioHxy) nocie OTMBIBaHHSA NpHMepHO B 4 pasa BHILIE.

Jlo6asnenne 2,5 MI CYXOro Beca JIUCTepHil, YOHTHIX AUETOHOM, OTYET/IHBO MOTEHIHPYeT
fpeTanbHoe aedcTBHe HHGQEKUHUH MPH HCNOJb3OBAHHH MHHHMAJBHOTO MEpPENesIbHOr0 KOJHYecCTBa
CMepTeNbHOIT’ 103bl. ABTO/IN3aT LeHTH)YTHPOBAHHBIX JucTepuit U3 48-4acOBHIX KYJbTYD, He CO-
RepxKallUX XKHUBBIX MMUKpPOGOB, YCKOpPSIET JiIeTalbHOE TeueHHe HACTOJAbKO, YTO OONBUIHHCTBO MH-
e, TPHBHTHIX KOMGUHHPOBAHHBIM cocoGoM, noGuraer B TeyeHdHe 3 Aued (KOHTPOJNH B Tede-
HHe 4 aHell H Ooablle).

[Tono6ubpiM 06pa3oM, HO TOMBLKO GoJjiee MHTEHCUBHO, AEHCTBYET BOAHBIH 3KCTPAKT JIMCTE-
pHH, YOKTBIX alKOroJbHLIM 3(pHPOM. YKazaHHOe AEHCTBylOyUlee Ha4ajo, KOHIEHTPHPOBAHHE
]0-KpaTHHIM OCaXIeHHeM CEPHOKHC/ILIM aMMOHHMEM HH Jalollee CUJAbHO MNOJOXKHTEJNbHYIO pe-
akiuio MoJHilna, COXPAHSJIO CBOIO MOTEHIHPYIOIYIO CNOCOGHOCTL eile NMPH B O pa3 MeHbLIEH
nose,

SUMMARY
Some Factors Influencing the Virulence ‘of Listeria monocytogenes

In the first part of ous experiments we examined the possibility of primary toxicity
of extracts from listeria cells. We also tested the toxicity of the polysaccharide fraction
of the aqueous extract according to Stanley. None of these preparations evinced a toxic
effect on intravenous, intraperitoneal and intracerebral application in mice.

Keeping in mind the character of H: Flamm’s histologic findings in early deaths of
mice on intraperitoneal inoculation, we tried to appr-o-ach the causes of the so called toxi-
bacterial effect of listeriae (Flamm).

We preliminarily verified the pathogenic properties of our strain, using different
modes of inoculation. The mouse was found to be the most susceptible animal to strain
SE, propagated by passages through mice, on intracerebral inoculation, less so on intra-
peritoneal application. ‘

Examining the eventual influence of surface bacterial fractions upon the virulence
of listeriae, we tried to establish the lethal dose by intravenous injection, using a 48 hour
broth culture, and compared its effect with the same culture twice resuspended in saline
solution. It has been ascertained {according to Reed & Munch) that the LDjy is four times
as high after resuspension in saline solution.

The addition of 2.5 mg of dried listeriae, killed with acetone, prominently enhances
the lethal effect of infection with limes tod. The non-toxic autolyzate of centrifuged liste-
riae from 48 hour broth cultures containing no living microbes, enhances the lethal effect
of infection so that most mice inoculated by the complex mode die within three days (con-
trols die until after the fourth day). | *

Of similar, but more intense effect is an extract of listeriae killed with alcohol-ether.
This active substance, concentrated ten-fold by ammonium sulphate precipitation, and
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- giving an intense positive Molisch reaction, retained its potentiating capacity, even though
the -applied dose was five times smaller.

Summarizing, the authors infer that so far (in accordance with the literature) they
were not successful in demonstrating a primarily toxic principle. They judge, however, that
listeriae possess as active complex which supports virulence.
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