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NOVE ISOLACE ATYPICKYCH KORYNEBAKTERII
U CLOVEKA VE SROVNANI S NEKTERYMI
ZVIRECIMI KMEN Y#)

F.PATOCKA, |.SCHINDLER

V praci jednoho z nés o lidskych variantich pyogenniho korynebakteria,
prednesené v podstatnych rysech na sjezdu ¢&s. mikrobiologa 1949 a publikované
in extenso v CLC 1955, bylo popsano celkem 12 kment, které oznaceny jako
‘pravdepodobné lidské varianty silné hemolysujiciho Corynebacterium pyogenes.
[solovany vétSinou jako druhotna infekce s pathogenicky celkem bezvyznamnou
sdruzenou florou, vzacnéji v Cisté kultufe, z toho jednou, t. J. u pripadu tézké ju-
venilni osteomyelitidy, jako nesporné agens, pathogenni pro &lovéka.

Krome produkce rozpustného hemolysinu mély vSechny tyto bakterie Fadu
spoleCnych znaku, t. j. byly slabé Zelatinolytické, Gerstvé isolovédny koagulovaly
- po delsi dobé bud Gplné, nebo alespoii naznakem mléko, pokud zkouSeno, fermen-

Titrace produkce hemolysinu v tekuté puads.
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Tab. 1. Titrace produkce hemolysinu v tekuté pGdé. Kmeny isolované ze zvitat.

*) Predneseno na sjezdu o anthropozoonoséch v kvétnu 1956 v Praze.
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tovaly skrob a neredukovaly nitraty a byly mikroaerofilni, zejména v prvych ge-
neracich. Typickym znakem byl jejich ndpadné pomaly a slaby, po pfipadé zadny
rust na telluritovych padach. Osm z dvanéacti bylo zretelné pathogennich pro
morce a kralika. |

Az do doby publikace uvedené prace neméli autoii moZnost porovnat lidské

1:164 - kmen N 1:16- kmen 288
1:8+ 1:8 -
1:4- 1:4-
1:2_— —ttl 4:24
t:1- 1:4-

1 2 35 4 5 6 % 1 2 3 4 5 6 3

1:16 kmen 652  1:16- kmen 836
1:8- 1:8-
1:4- 104
f:2- 1:2-
1:1- $:9-

| ; T T T 1 ' t I B

1 2 3 4 5 6 ? 1 2 » 4 5 6 7

Tab. 2. Titrace produkce hemolysinu v tekuté ptudé. Kmeny isolované z ¢lovéka.

kmeny se zvifecim Corynebacterium pyogenes. Podle popisG b&zné uvadénych
v odborné literature lisily se vSak v nékterych podrobnostech od typickych zvi-
recich kment, nikoli vSak do té miry, aby odchylky nalezené u lidskych koryne-
bakterii presahovaly naprosto jasné ramec druhové variability. Auto¥i jiZ tehdy
usoudili, Ze nédlezy hemolysujicich korynebakterii pFibuznych Corynebacterium
~ pyogenes u cloveka jsou asi zjevem pravidelnéjsim, neZli se ma b&zné zato, a vy-
~ zvali mikrobiologickou vefejnost, aby bylo po jejich vyskytu u Clovéka systema-
ticky patrano jiz pro priukaz persistence této zajimavé anthropozoonosy.

Od zverejneéni shora citované prace byly v laboratofich mikrobioclogického tdstavu iso-
lovany, resp. prostudovany 4 dal$i kmeny vyse uvedenych korynebakterii a dodatedns po-
rovnany s o kmeny zvifecimi, isolovanymi ve Stat. vyzkumném veterinarnim tstavu v Pra-
ze, jez byly laskavosti Dr Kolare zapljCeny autorim k prostudovani.

Lidsky kmen 652 isolovan v laborato¥i mikrobiologického tustavu Dr Leksou z hnisu
pri subakutni otitis media u ditéte spolu s netoxickym mikrokokem.

Kmen 863 zachycen v téZe laboratofi z hnisu peritonsilarniho abscesu spolu s pneu-
mokokem a neiserii.

Kmen 288 isolovan Dr RakuSanovou z OHES-Kolin z pfipadu arteriosklerotické gan-
grény nohy a pfedan autorim se Zadosti o identifikaci. Z téhoZ pacienta po nékolikamésid-
nim trvani choroby bylo vypéstovano hemolysujici korynebakterium opé&tovand a oznadeno
jako kmen 288N. |

Zvireci kmeny, pokud je nam znamo, pochazely z organovych granulomd zmetanych
hovézich fetq.

Vsechny 4 lidské kmeny meély zhruba stejné biologické vlastnosti, jaké popsany pro
12 drive isolovanych bakterii v citované praci prvniho z autorl. Zejména se projevovaly
Jako mikroaerofilni a zfetelneé serofilni v prvnich paséZich po isolaci. Produkce hemolysinu
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byla nejlépe patrna na padach s krali¢i krvi, zvlasté Siroké halo S8-hemolysy se vytvofilo
za anaerobnich podminek. |

Rozpustny hemolysin titrovan zamérné v centrifugdtu bujénovych kultur, a to s ko-
necnym redénim krali¢ich krvinek do 0,25V4 suspense. Odéitano po hodiné pobytu ve vodni
lazni pri 370 C a po hodinovém odstaveni pfi laboratorni teploté. Jako positivni hodnocena
posledni zkumavka s kompletni hemolysou. Nepouzito aktivujiciho redukéniho Géinku thio-

Tab. Srovnéni 'kvasnich vlastnosti zvirecich a lidskych kmenu.

]
3 A | I &
& S o & -
e |3 18285 |5 || & o
s Z |2 55|55 |8 2 | &
S| 3|35 |a|3|s|2|& |8 & =
| B . B + +
Kl| — + - + + + T | 48 hod. | 24 hod.
) o, s + +
K3 + 4 ‘ = ‘I‘ 48 hod 24 hod.
j - s + +
24 + + +- + T | 48hod. | 24 hod.
+ +
15| — +- +- — + + — — + | 48 hod. | 24 hod.
|+ +
7444 | — + + — + + — — T | 48hod.| 24 hod.
836 i | - | - | =
+ + -+ + + T+ 4 dny
652 N — — { X . +
1 1 4 + + + 3 dny
N . _ o -+
288 | + + | -+ + + + + T 3 dny
. I - +
N 4+ -1 -+ -} -+ .t "+ R 4 dny

slouCenin. Vzestup kvanta hemolysinu, ktery u lidskych kmen dosahoval vesmeés nizkych
hodnot, znazornén na tab. 2, z niZz vyplyva, ze pouze jediny z naSich kmend produkoval
hemolysin v Kvantu souméritelném s produkei u kmenu zvitecich, u ostatnich t¥i byl hemo-
lysin prokazatelny bud pouze v dekantdtu koncentrovaném nebo ve ziedéni 1:2.

Naproti tomu stejnym zpusobem stanovené titry hemolysinu u zvifecich kment koli-
saly ve velmi Sirokych rozmezich, jak patrno z tab. 1, a to od hodnot nulovycyh u kmene
7444 az k maximalnimu dosazenému titru 1:64 u kmene 5984/7. Na grafech je nutno si
vSimnout také dlouhodobé persistence hemolysinu v bujénové kulture. Vzhledem k tomu,
ze ani tento maximalné hemolyticky kmen nejevil letdlni pathogenni G¢inek pro morée,
povazZujeme za velmi problematické hodnoceni toxigenni schopnosti pyogennich koryne-
bakterii a jim blizkych mikroba podle jejich hemolytické aktivity, jak to dfive navrhl
Lovell, noveji Albertsen (viz prukaz letdlné pusobiciho toxinu v nasi shora uvedené praci).

K fermenta¢nim zkouSkam pouzito 104y roztoku testovanych saccharidi s pfidanim
2040 hovéziho sera bez prvotniho pridani indikatoru. Po 24hod. intervalech ptidavana kapka
bromthymolové modri a odcfitano. Soubézné zkouSena fermentace bez pridavku hovéziho
sera. Ke koagulaci mléka, resp. zelatinolyse, uZito na zakladé drivéjsSich zkuSenosti od-
stredéného mléka ¢i Zelatiny s kouskem sterilisovanych morcecich jater.

Fermentace uhlohydratu, Zelatinolysa a koagulace mléka je patrn& z tabulky 3, ktera
shrnuje i analogické vlastnosti nami studovanych kmend zvirecich. Na prvni pohled je z ni
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patrno nékolik konstantnich blologmkych rozdildt mezi kmeny lidskymi a zvirecimi. Tyto
diference spocivaji hlavné v tom, ze lidské kmeny zkvasuji saccharosu, slabé, ale prece

jen zretelné mannosu.
Skrob byl fermentovdn vSemi lidskymi kmeny, kdeZto u zvifecich pouze po pridani
hovéziho sera. Koagulace mléka u lidskych kmend byla relativhé pomala, nastdavala od 3.

az 4. dne.

Tab. 4. Srovném vlastnosti kmena pyogennich korynebaktern pfi s. c. inokulam morceti.

e i

Kmen Smrt Edém Hemoragie Nekrosa Absces ’
| |
: |
T - . B
| 1 x1
24 — — — + + |
15 - ~ ~ - | 4+
1x1
K3 ’ — — +++ -+ j +-
K1 — — — — -+
2,5 x 1
L L {
Cor.equi l — — — — -
2. den
652 hum. -+ + 4+ + | T
l . 3x3
288 hum. ' +- 4+ +- R
2. den | 2X3
N hum. ~+ -+ - + + -+
2. den 1x1

Zelatinolysa u Cerstvé isolovanych kmenu byla sotva naznaend, ve starych kulturach
se tato schopnost zcela ztratila. Zvireci kmeny koagulovaly mléko Gplné do 24 hodin, ze-

latina promptné zkapalnovana do 48 hod.
Redukce nitrati v nasich pokusech vesmés negativni.

Jak z toho, co jsme uvedli, je patrno, az dosud nejvétsi rozdil mezi lidskymi
a zvirecimi kmeny jevi se v promptni koagulaci mléka, mohutné schopnosti zela-
tinolytické a neschopnosti fermentovat saccharosu u kmena zvirecich. -

VsSechny nami isolované lidské kmeny byly v prvnich pasazich po isolaci zie-
telné a typicky pathogenni pro morcata (viz tab. 4). Kmen 288 jiZ v kvantu 0,5 ml,
ostatni v mnozstvi 1,5 ml 3denni bujonové kultury zabijely morce pri subkutanni
aplikaci do 3 dna s tvorbou mohutného edému, na prvni pohled podobného edému
difterickému, na némz se vsak tésné pred smrti pocala rysovat nekrosa s hemo-
ragickym lemem. Pri pitvé obsahoval edém malé mnozZstvi sulcovité hmoty a vice
sanguinolentni tekutiny, pri ¢emz povrch svalu pod edémem, byl pokryt fibrinosné
hnisavym naletem. Nadledvinky nebyly zvétSeny, Casto mirné prekrveny. Obec-
nym zjevem u lidskych kmena je jejich rychla ztrata toxicity. Jiz zminény kmen
288 ztratil nahle behem 2 mésicl svou plvodni virulenci i pfi pouziti davky 3krat
vyssi, t. j. 1,5 ml, presto, Ze béhem této doby prodélal 7 pasazi na mordceti. U té-
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'hoz kmene bylo vSak mozno z velké €asti i restaurovat jeho plivodni pathogenni
schopnosti, a to 40 pasazemi pfes zloutkovy vak 7denniho kufeciho embrya.

Naproti tomu zvireci kmeny presto, Ze ndm byly dodédny jako Cerstvé isolo-
vané, nemely letalni schopnosti pro morce (viz tab. 4). U 4 se vyvinul pouze maly
absces v misté vpichu (1,1—2X1,5), ve 2 pripadech doprovazeny malou koZni ne-
krosou. V jednom pripadé (nejsilnéji hemolyticky kmen) doslo k rozsahlejsi ne-
krose kuze bez abscesu, ale s hemoragickym lemem. Srovnavaci antigenni studie
byly zapocaty, ale prozatim pro slabou antigenicitu zkouSenych kment a nékteré
prekazky technického razu nevedly k presvédéivym zavéram.

Souhrnem lze uzavftit, ze popsané rozdily mezi studovanymi lidskymi a zvi-
recimi kmeny nejsou tak hlubokého a zdsadniho razu, aby z nich bylo lze potvrdit
existenci dvou zcela rozliénych bakteridlnich druhd. Jevi se naprosto nutno
sledovat dale vyskyt lidskych kmenl korynebakterii vyse popsanych vlastnosti,
prohloubit prazkum jejich hemolytického komplexu, letdlniho toxinu i vSech
ostatnich biologickych a antigennich vlastnosti. Stejné tak dodnes chybi kon-
kretni epidemiologicky dukaz o jejich zoonotické provenienci. Autofi sami jsou
naklonéni povazovat nalezeny rozdil mezi lidskymi a zvifecimi kmeny za pravdé-
podobné potvrzeni existence pomérné fixnich lidskych variant Corynebacterium
pyogenes. -

ZAVER

Jsou srovnany vlastnosti kmenu pyogennich korynebakterii isolovanych ze
zvirat s kmeny isolovanymi z ¢lovéka,

Lidské kmeny pri subkutanni inokulaci morceti jevi toxické vlastnosti,.ztra-
cejicl se beéhem pasazovani na umelych pudach. Kmeny zvireci pfi stejné inoku-
laci vyvolavaji jen tvorbu abscesu. Pres nékteré vlastnosti biochemické, jimiz se
kmeny nevyrazne lisi, domnivame se, Ze pyogenni korynebakteria lidska nevybo-

cuji svou povahou z kategorie druhu Corynebacterium pyogenes, a povazujeme je
proto za lidské varianty tohoto bakteria.

PE3IOME

HoBbie paGoThl Mo BbIAEJNEHHUIO ATMIHYHBLIX KOPHHeOaKTepuii y 4esIoBeKa MW UX CONOCTABJECHHE
C HEKOTOPBIMH MITAMMAMM, BbIIEJEHHBIMH OT XXHBOTHBIX

B Teuenue nocnegnero BpeMeHH, T. e. npuMepHo ¢ 1955 rona, B na6oparopusax Uucruryra
MeIHMUHHCKOH MUKpPOOHONOTHH M HMMyHoJoruu npu Kapnosom yHuBepcutere B Ilpare Owlnu
BBIZIEJIEHO, Tesp. MAEHTH(QHUUHPOBAHbI 4 AajbHEHIIHX UITaAMMa YeJNOBEUECKHX BapPHAHTOB, IO
Bced BeposTHOCcTH Corynebacterium pyogenes, neony6yukoBaHHble B CBOJHOH pafore OZHOrO
M3 aBTOPOB, U3LAHHOH B 1955 roay.

Idramm 652 BeigeneH O-p Jlekca B 1aGoOpaTOpPHH HMHCTHUTYTA H3 THOS ITOCJE BOCHMaJEHHSA
CpelHero yxa y pebeHKa COBMECTHO C He HMeKllell 3HaueHHs BTOPUYHOH HHQEKIHEN.

IlramM 863 6bl1 BbISAIBAEH B QUATHOCTHYECKOH JabOPATOPHH HHCTHUTYTA H3 THOA NEPHTOH-
3SHAJNSIPHOrO abcuecca COBMECTHO C MHEBMOKOKKOM H HeliccepHer.

[lltamm 288 6w11 Beipesnen A-p PakyuraHoBo#t u3 padionnoil '9C — Koaun U3 raurpets
CTYMHH I[IPH apTEPHOCKJAEPO3€ U HAEHTU(DHUMUPOBAH aBTOPaMH. 10T Ke 1ITaMM OT TOTO Xe
‘OosibHOTO OBI BhIAEVIEH elle pa3 W 0o0o3Haued 288 N. Oy uMmesicsl B raurpese rnocje nNpuMepHO
NOJYroJ0BOr0 HHTEpBaJa.

Bce ykazannbie yenoBeyeckne WITAaMMbl 06Jagaly 10CAe BbIAENEHHS NIPUMEPHO OLHHAKO-
BLIMH CBOHCTBAMH, K&K 3TO ObIJI0O ONIHCAHO OGHUM H3 aBTOPOB B pafoTe O ueJIOBEUeCKHX BapHaH-
rax Corynebacterium pyogenes. 1,5 Ma 3-aHeBHO#l GyJIbOHHOI KyJbTyphl yOMBAJO B TeUEHHE
3 JHeH MOPCKYI0 CBHUHKY IOCJEe TOJAKOXKHOTO 3apaKeHHA NPH HaJdHuHu JUPTEpHH NONOGHOro
OT€Ka W reMOpparn4eckoro HeKpo3a, resp. KalMoidl Ha MOBEPXHOCTH HEKpo3a. Y mramMmMa 288,
000 ex. u 1000 exn. mucTepHilHOrO AHTHTOKCHHA, BIPLICHYTOrO MOPCKHM CBMHKaM 3a 24 uaca
A0 3apaxKeHHs, NpeloTBPAaTHIO0 CMepTh XUBOTHBIX. KaK KaxKeTcsl, aHTHTOKCHUHOE JeHCTBUE He
6bl10 crenu(pUUHBIM; NOZO0OHBIH 3P deKT 6bT JOCTHIHYT NPH HCIOJb30BAHHH NPOTHBOCTONOHSIY-
HOH CBIBOPOTKH. Hu OIMH u3 yesnoBeuecKHX IITAMMOB He BOCCTAHABJIMBAJ HMTPAaTOB, BCe OHH
10 NPOIIECTBHH HEKOTOPOIrO BPEMEHH CBEPTLIBANU MQJAOKO U OOHAPYIKHUBAJH UJIH HE3HAUUTEJb-
HOE XKEJIATHHOJIMTHYECKOe AeHCTBMe, UJH Ke BooOlle uM He o6gaajnaid. ¥ BceX oOTMeuaaach
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pepMenTanug caxaposnl H KpaxMana. Hapgocagounas KHAKOCTb HCCNIEAOBajach B TEUEHHE
ONpeaesIeHHOTO BPEMEHH Ha TeMOJIHTHYECKYIO aKTHBHOCTb, UesioBeyecKHe IITaMMbl COIIOCTABJIS -
JHCh C 5 MOAOGHBIMH LITAMMAMHU OT KHBOTHBIX, BEI€NEHHBIMU B ['0OCyapCTBEHHOM BeTepHHap-
HOM HHCTHTYTe B [Ipare u n1o06esno naM npeacrtaBieHHbie g-poM KonapxkoM. B pocToBHIX Ka-
HeCTBaxX He ObIO OGHADYKEHO HHKAKWX NPHHUMIHAJBHLIX OTK/IOHeHHH. OfHAaKO OHH He Y6H-
Ba/M¥ MOPCKHX CBHHOK, 32 HCK/IIOUYEHHEM OJHOro mraMMma (B TeueHue 14 aneft). B mecre ykona
HaOnofancs abcuece ¢ KOXKHBIM HEKpo30M. B OTHOIIEHHH OCTaJbHBIX GHOJOTHUECKHX CBOLCTB
IITAMMBI OT YKHBOTHBIX OTJIHYAJIHCh OBICTPBIM H MOIUHBIM JKEJaTHHOJIHM3HCOM H GBICTPHIM CBEp- g
ThIBAHHEM MOJIOKA, caxapo3a He cOpaxuBajacb. Belpa6oTKa reMoJiM3MHA YV IITAMMOB OT XH-
BOTHBIX Obl71a BeCbMa HEOAMHAKOBOH: y 3 LITaMMOB OTYETJHBO MeHbIIE, a y 2 WITaMMOB TOpas-
A0 BRIIE, 4YeM y UYesiOBeYEeCKHX BapHaHTOB, TaK KaK OHa Jocturja Turpos ot 1:32 no 1:64.
HauHblit GpakT ONsATb-TaKH MOATBEPHKAAET TO, YTO JeTa/bHLIl TOKCHH YKa3aHHBIX KOpHHeGaKTe-
PHH OTJIMYaeTcsl OT TeMOJIH3HHA, KaK yXKe 3TO yKasbiBaJoch B YIOMSHYTOH CBOAHOH pabore.
| IIpuBefeHHEle B HACTOAIEM COOOLUEHHH PA3HUHS MeXAY LUTAaMMAMH OT JKUBOTHRIX H OT
AIOJ€H He NPEACTABJAIOTCS, 110 HAllEMY MHEHHIO, HACTOJAbKO NMPUHUMIHAJLHBEIMH, YTOOB HMETh
IpaBO FOBOPHTL O COBEPLIEHHO pa3JHUHKIX GaKTepHaJsbHBIX BHAaX. HecMoTpd Ha 3T0 Kaxkercs,
YTO yKa3aHHbI€ pa3nu4nsA, — N0 KpaluHed Mepe B JaHHBLIH MOMEHT, — HAacTOJbKO I1OCTOSHHBLI
H BbIPAaXKEHBI, YTO HAa HX OCHOBe Oyder, BEpOATHO, BO3MOXKHO NOATBEPAUTb CYIIECTBOBAHHE
CTORKHX YeJOBEYeCKHX BapHaHTOB.

g

SUMMARY

Newly Isolated Strains of Atypical Corynebacteria in Man and their Comparison *
with Animal Strains

Since 1955 four further strains of human variants, probably of Corynebacterium pyo-
genes, have been isolated, or identified in the laboratories of the Department of Microbio-
logy, Charles University, Prague. These strains have not been included in the comprehensive
report by one of the authors in 1955 (Patoéka, »Human Variants of Cor. pyogenes«).

Strain 652 was isolated by Dr Leksa in the department’s laboratory from pus in a
case of otitis media in a child, along with insignificant secondary flora.

Strain 863 was isolated in the department’s diagnostic laboratory from pus of a pe-
ritonsillar abscess along with pneumococci and neisseriae.

Strain 288 was isolated by Dr RakuSanova of the County epidemiological station in
Kolin from a gangrene lesion of the foot in a case of arterioslerosis: it was identified by
the authors. The same strain was isolated frcm the persisting lesion once more a 1/ year
later, and designated as 288N. |

All these human strains isolated had about the same properties as those described
in the mentioned report. 1.5 ml of a three day broth culture killed guinea pigs on sub-
cutaneous inoculation within three days, producing edema similar to diphtheria with hae-
morrhagic necrosis, or with a haemorrhagic border zone on the surface of the necrosis.
When strain 288 was used, it was possible to prevent death of the animals by administer-
ing 500 and 1,000 units of diphtheria antitoxin 24 hours prior to infection. As it seems the
effect was not of a specific nature; similar results were produced when tetanus antitoxin
has been used. None of the strains reduced nitrates, all clotted milk very slowly, and
liquefied gelatine either slightly, or not at all. All of them fermented saccharose and starch.
The supernatant of broth cultures was tested for hemolyzing activity at fixed intervals.
The human variants were compared with 5 similar animal strains isolated at the State
Veterinary Institute in Prague, which were supplied by Dr Kola¥. No substantial differences
in the nature of their growth were found. However, the animal strains did not kill guinea
pigs. An abscess with necrotic skin lesions was observed in the site of inoculation. Other
differences in biological properties are marked by intensive liquefaction of gelatine and
rapid clotting of milk; saccharose is not fermented. The animal strains produced hemolysins
in varying quantities: three strains distinctly less, and two strains much more than the
human variants (with titres of 1 :32 to 1 : 64). This finding again confirms that the lethal
toxin of these corynebacteria is not identical with the hemolysin, as has been demonstrated
in the above mentioned report. |

We are of the opinion that the reported differences in the strains are not so profound
as to justify a recognition of separate bacterial species. Nevertheless, it seems that dif-
ferences are sufficiently constant and well defined as to warrant the supposition of fixed
human variants.
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