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GLYCINOVY LYSAT LISTERIA MONOCYTOGENES A JEHO
VLIV NA EXPERIMENTALNI LISTERIOSU

FrantiSek Patocka, Jifri Schindler, Milan MAara
(laboratorni spoluprace A. Zednikova, J. Poldkova)

Vlastnosti, kterd zajima lékaiského mikrobiologa na mikroorganis-
mech nejvice, je jejich patogenita. Rozumime ji komplexni soubor
kvalit, z nichz &ast zdvisi na infikovaném makroorganismu. Soubor
techto kvalit oznacujeme jako receptivitu k infekci.

Ostatni jsou ddny obecné biologickymi a vét§inou druhovymi schop-
nostmi mikroorganismil, pfi ¢emz jsou do zna¢né miry urcovany jejich
aktualnim fysiologickym stavem. NejbéZnéji se nazyvaji mikrobni viru-
lence a velkd Cast svétovych autort pfedpokladd, e ma 2 slozky, t. j.
toxicitu a invasivnost.

Ty jsou u téhoz bakteria pfitomny bud v rtizném poméru, nebo, coz je vzacnéjsi,
kazda z nich sama o sobé. Slozka toxicity jest vétiinou jasna a je determinovana pri-
kazem produkce specificky jedovatého principu, obecné nazvaného toxinem v nejsirsim
slova smyslu.

Faktor druhy, t. zv. invasivnost bakterii, se neda vidy tak snadno a jednoznaéné
prokazat. Jejim piikladem je na pi. nejedovaty polysaccharidovy komplex pouzder
pneumokoki, hemofild nebo M-protein streptokokii. Tyto posledni oviem JZ patii
k bakteriim ptechodného razu, u nichz — podobné jako u bacila moru, Salmonell
a Pasteurell — kromé antifagocytarni aktivity jejich povrchovych t&lovych frakei

1 méné ucinné exotoxiny nebo toxicita endoplasmatického komplexu spolutvofi cel-
kovou virulenci.

Malo probddanym mikrobem po této strance je genus Listeria mono-
cytogenes, bakterium, které z davodd, jeZ opétované uvadény,a to i na
tomto foru, se stalo pfedmétem naSeho viestranného a dlouhodobého
studia.

Tento mikroorganismus ma vyrazné patogenni schopnosti, poc¢inaje od hlodavca
az k velkym domestikovanym ssavcim a v neposledni #adé i pro ¢lovéka. Patologie
zvireci a lidské infekce i experimentalnich zvitat je dob¥e znama. Naproti tomu o pii-
éinach patogennich schopnosti listerie se nevi téméf nic s vyjimkou Stanleyem
zjisténé toxické polysaccharidové frakce kmene LM 9/101. Existence polysaccharidu
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téchto vlastnosti ostatné nami na nasich kmenech pf#i napodobeni Stanleyovy pracovni
metodiky nemohla byt prokazana. Pokud lze soudit z klinického i patologického
obrazu zvifecich 1 lidskych listerios, lze stézi suponovat u listerie produkei v{-
razné specificky pGsobicitho toxinu. Jedovatost celého protoplasmatlckeho sub-
stratu L. m., jak jsme se sami pFesvédcili, se prakticky rovna nule,

Girard ve své doktorské thesi naznacil moznost existence nekroticky a letalné paso-
biciho toxinu produkované¢ho na polotuhych pidach. Zda se, Ze v dal§im vyzkumu ani
jim:samym, ani jinymi nebyla existence této latky ‘ovéfena. Hemolysin lsterie —
1 kdyz je latkou podobnou O-streptolysinu — je prili§ malo ac¢innym faktorem k vy-
kladu celé jejyi patogenni aktivity. Nezbyvalo nam tedy nez patrat spiSe po faktorech
listeriové invasivity, 1 kdyz s urcitou reservou a opatrnosti, ke které nas nabada svétova
zkuSenost s nejdéle znamym patogennim bakteriem, bacilem anthraxu, ktery byl jesté
pied 15 lety povazovan za mikroba ¢ist¢ invasniho a teprve v poslednim desetileti pro-
kazan jako mikrob toxicky, produkujici svij specificky ac¢inny jed in vivo 1 1in vitro
(Smlth a spol.).

Ve star$ich pokusech 1956 jsme ‘ukazali, ze suchd, acetonem usmrcena téla Llstcru,,
ale! jesté vice jeéjich vodni extrakt (sam o sobé netoxicky), podstatné snizuji davku
mikrobid, potiebnou k vyvolani smrticiho experimentalniho onemocnéni u mysi,
vstiiknutou soucasné i. p. Novéjsi, dosud nepublikovana ¢ast experimentd prokazala,
ze spontanni autolysat hsteriovych tél a dale jeho pepticko-trypticky extrakt ucinkuji
ste;né — a jak se ukazuje — specificky.

Tabu!ka c. 1
} ] e — _
| :. | : |
Letalita %_ . Dﬁ;ir‘ | 3o
i - | ‘ letahty - I v %
Listerie 50 000 . . 7/30 230, 0 =
Autolysat + infekce 2020 | 1009 77 228 |
Pepticky extr. + infekce . . . ‘ . 30/30 10095 77 22,8
 Trypticky extr. + infekce. . . | - 24/30 809/, 57 - 32)]
| | | | b . P

‘Tato predchozi ¢ast prace také ukazala nezbytnost jejiho prohloubeni na velkém
mnozstvi co nejietrnéji rozbitych listerovych tél. Metodika sonické disrupce, kterd je
po této strance nejefektivnéj$i a jiz bylo s dspéchem pouzito jednim z nas k isolaci
dosud neznamého toxinu pyogennich korynebakterii, nam byla z technickych davodi
neprlstupna Uzili jsme tedy v celém postupu své prace lytické schopnosti glycinu na
bakterie, prokazané Macullou a Cowlesem 1948. Tato dava vysledky, jez jsou — pre-
pocitano na extrahované proteiny -— jen ptiblizné o 10—209, horsi (podle pouzitych
bakterialnich druhd) nezli u sonické disrupce.

METODIKA
Popis pracovni metodikv 1 hodnoceni vysledki podavame na tomto misté co nej-
struénéji, aby prace a jeji vysledky byly pFehledné. Pi1 kazdém dil¢im pokuse jsme po-
stupovali tak, ze 24hodinova kultura L.. m. kmene SE 55 isolovaného .z piipadu ad-

)
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natni listeriosy vyrostla v glukosovém bujonu byla centrifugovana, bakterialni sediment
resuspendovan do 1 M roztoku glycinu v koncentraci 8 9, vlhké vahy a uloZen do
thermostatu pfi 37 °C. Rozpusténi listerii bylo kontrolovano kazdého dne mikrosko-
picky az do 5. dne, kdy byly nalezeny pouze stézi barviteln€ stiny t€l. Husta kalna te-
kutina zcentrifugovana pifi 12 000 obratkach. Svrchni tekutina byla prezkouSena na
sterilitu a zbavena glycinu dialysou proti tekouci vode.

Hlub$im smyslem nasi prace nebylo oviem pouze provéfit ucinek celého rozpusté-
ného protoplasmatu listerie jako principu pfidatné zvy$ujiciho virulenci zivé listerie,
nybrz pokusit se pokud mozZno o event. purifikact a stanoveni té jeji frakce, na niz je
V4ZAano maximum _]ﬁjl aktivity. Proto jsme v dalsich, prozatim neuzavienych pokusech
provadéli postupnou purifikaci glycinového lysatu, a to jednak poloviénim nasycenim
ammonium-sulfatem a v jiné fadé precipitaci methanolem do 50 9 objemu pfi teploté
—5 °C az —10 °C.

Bakterialni polysaccharid byl ziskan zahtratim 8 9/ suspense listerii v 20 9; roztoku
Na(Cl po 30 minut na 80 °C a precipitaci 3 objemy methanolu.

Polysaccharid nedaval biuretovou reakci na bilkoviny pfi obsahu 140 mg 9, poly-
sacharidi. -

V opétovanych pokusech byl hned z kraje provéfen glycinovy lysat sam o sob€ jako
neSkodny pro mysku. I. v. vstriknuti glycinového lysatu 1 miliardy mikrobt v kvantu
I ml 20 ¢ mySkam nevyvolalo zadné piiznaky klinického onemocnéni. Stejné tak jsme
nikdy , nepozorovali sebemensi zmény v chovani zvirat pi1 1. p. vstiiknuti samotného
lysatu v téZe koncentraci, jakou jsme pouzivali v nize popsanych pokusech o potencovani

listeriové infekce.
Pokusy byly vesmes prové.deny na bilych myskach obojiho pohlaw O prumerne
vaze 17—20 g (&asnou selekci gravidita vyloudena). -

Mnohonasobné opakovana pokusna zku$enost nam ukazala, ze _]e vhodno kalkue
Jlovat smirtnost mysi do 14 dntl po inokulaci. | -

“Udinnost nami postupné isolovanych principii na 'virulenci listerie by]a posuzovana
podle toho, jak jimi byla ovlivnéna 1.D;, Listeria monocytogenes kmene . SE 55, kulti-
vovaného vidy na stejnych podminek a po stejnou dobu, t. j. 24 hodin. LDy, byla
stanovena podle metody Reeda a Muenche pfi poctu 6 zvifat na jednu davku. Limitni
hodnoty ur¢ovany davkami 75 9; a 25 9 smrtnosti, pf1 Cemz stfedni chyba LD;,
byla propocitana podle Pizziho.

Glycinovy lysat i Jeho frakce byly vstrlkovany bilym myskam 1. p. pravidelné v mnoz-
stvi 0,25 ml -+ totéZz kvantum infekéni davky mikroba. 1.LD;; u mysi takto nakazenych
porovnano s LD,, prosté infekce bakteridlni. Za miru uéinnosti byl zvolen inde:x
potencovani infekce znaceny I, ktery vyjadiuje pomér obou LDy,. -

VYSLEDKY

Pred vlastni praci jsme si ovérili, Ze pohlavi mysi pouzitych k experi-
mentu nema vliv na jejich citlivost pro infekei, jak je patrno z pozorovani
na tabulce ¢. 2.

V zakladnim pokusu na ovéfeni ucinku glycinového lysatu byl tento
podan spole¢né s infekci myskam v rtiznych davkach. Vliv téchto raznych
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Tabulka ¢. 2

|
Samci Samice [

LD, | 2,950 000 2,500 000
LD, '* 500 000 N 500 000 -
LD I 3,220 000 5,000 000 4

davek na prabéh experimentalni listeriosy ukazuje tabulka 3, z niZ je
patrno, Ze potencujici Ginek lysitu je zdvisly na jeho davce. Tabulka
¢. 3.

Tabulka ¢, 3

!} GLYC. LYSAT index | log. indexu
; mg ] _ e —
0.05 | 591 ‘ 2,71
0,10 | 2 642 | 3,41
0,25 | 25 140 4 17 |

!

——— . omrnm

Glycinovy lysat byl precipitovan ammonium sulfatem, precipitit roz-

puitén v 1/10 pavodniho objemu a po dialyse zfedén 10 <. Podobné byl
piipraven precipitit methanolovy. Obsahovaly tedy injikované pri-
pravky vysrdZenim ziskany substrdt v koncentraci odpovidajici pvod-
nimu lysatu. U&innost téchto 2 precipitath byla porovnana s ptivodnim
glycinovym lysidtem (viz tabulku &. 4).

1

: | |
} LD,, LDy, kontr. ‘ Index
 Lysat ... 203 1,580 000 7770
 Amm.sulf. . ... L L 18 500 7,870 000 336
Methanol. . . . . . . .. 16 100 4,660 000 258

Tabulka ¢. 4

I kdyZz nepovaZzujeme niami pouzivany index za absolutni miru pc-

mérné uéinnosti zkouSenych preparatd, zda se z tabulky, Ze pokusy
o purifikaci znamenaji v ¢asti svého postupu ochuzeni surového glycino-
vého lysdtu o ur¢ité kvantum aktivniho principu. |

Zajimalo nas déle pii dalsich postupech purifikace, event. koncentrace
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nami hledané Gcinné latky, kterd z obou pouzitych metod (ammonium-
sultat €1 methanol) je lepsi a pfipadné miaze vést rychleji k cili. Proto
jsme porovnali u¢innost rozpusténych precipitath po jejich upraveni na
- stejny obsah pevnych latek (jimiz je pfiblizné 250 gamma pro 1 davku)
v davce 0,25 ml. Ammonium sulfitovy precipitit zkouSen u 2 sukcesiv-
nich precipitacnich vzorkli, methanolovy pouze v druhém precipitaénim

kroku. Vysledek ukazuje tabulka ¢&. 5.

Tabulka ¢. 5

i _ |
| 1.D,, ’ LD, kontroly Index |
M2 10 500 | 20,400 000 1942

S ; 11 440 20,400 000 1783
A2 792 000 20,400 000 25757

—_— -_— ———— —_— —

Z ni je patrno, Ze precipitace ammonium sulfitem $etrnéji konservuje
nami hledanou latku.

Zkousené precipitaty byly prekontrolovany orienta¢né na obsah pro-
teint, nukleovych kyselin a polysaccharida. Ptitom bylo zji§téno, Ze
v priab¢hu precipitace ubyvd polysaccharidd a nukleovych kyselin.
Proto bylo v purifikatnich procedurach pokratovdno, a to az do &ty
sukcessivnich precipitaci a redisoluci ammonium sulfitem a péti metha-
nolem. Biologicky byl vyzkouSen péty purifikit methanolovy. Vysledky
pokusu, v némz byla protitrovana jeho G¢innost, jsou uvedeny v tabulce
¢. 6.

Tabulka ¢ 6

[ 1 T —

METH. PRECIPITATV. | . | .
;, index i log. indexu
mg
- - - i
0,025 5 | 0,70
0,125 68 i 1,83 j
0,250 525 -' 2,72 |

——

—_— -—

Z této tabulky je patrno nékolik experimentalné i orienta¢ni bioche-
mickou analysou ovéfenych skute¢nosti. Pfedevsim z{istdva Gi¢inny prin-
cip zachovin i1 v nafem doposud poslednim purifikitu. Za druhé zavisi
intensita jeho Gcinnosti na jeho kvantu. Za tieti pti prepoéitavani podle
obsahu pevnych litek (porovnano s vychozim glycinovym lysatem) zi-
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stava ucinnym 1 presto, Ze v pouzitém purifikdtu kvantum polysaccharidy
bylo redukovano na méné nezli 109, a nukleovych kyselin na 42 %- £dd
se tedy, Zelatka, kterou hleddme, mize byt bilkovinné povahy nebo -

event. lipoproteinem, jelikoz poméry lipoidnich latek jsme prozatim ne-

zkouselr.

Prot1 této domnénce oviem stoji analogicky experiment s prepardtem -
polysaccharidovj?m jenz se ukazal byt rovnéz faktorem zfetelné potencu- -

jicim virulenci listeriového kmene, nebot snioval LD,, 50krat proti
kontrole. Nelze tedy vyloucit, Ze G¢innych faktord virulence obsahuji téla
listerif nékolik, a to odli§né biochemické povahy.

Faktor obsaZeny v glycinovém lysétu se zda byt specificky u¢innym,
nebot v kvantitativné 1 kvalitativné analogickém pokuse neovliviioval
vubec prabéh brucellové infekce mysek. Jak bylo zjisténo v diivéjiich

pokusech, neni také obsaZen v télech bakterii antigenné piibuznych, t.j.

v enterokokach, coz jeho specifitu rovnéz potvrzuje.

DISKUSE A ZAVER

Cast nasich pokusnych zvifat vySetiil doc. dr. Bednai (JemuZ na tomto

misté¢ dékujeme) histologicky, a to téz proto, Ze jsme o&ekdvali alespon

naznakem ovéreni zptsobu, jakym glycinovy lysat pii infekci spoluutin-
kuje. Radi bychom védéli, zda snad vyvoldvd zmény spiSe toxického
charakteru, ¢i je-li sdm o sobé inertnim faktorem virulence jako pneumo-
kokovy polysaccharid nebo streptokokovy M-protein.

Organy zvifat injikovanych pouze glycinovym inaktivovanym lysitem -
obsahovaly naprosto ojedinélé listeromy se vzacnymi ty¢inkovitymi Gtvary 5_'
podle Giemsy. Je tedy surovy lysat sam o sobé& schopen vyvol4vat nepro-
gresivni a kvantitativné naprosto redukované zmény analogicky jako |
u zivych listerii. V orgdnech mys§i infikovanych piidanim glycinového ¥
lysatu je proti kontrolni skupiné mysi pouze infikovanych vét¥ intra-

celluldrni mnoZeni listerii, mensi cellularni reakce a podstatné vétsi lem
bezbunécné nekrosy.

Lze tedy celkem uzavfit, Ze glycinovy lyséat listeriovych tél obsahuje
jeden nebo vice G¢innych principd, které specificky potencuji virulenci
homologniho druhu bakteria. Jde o litky nebo jejich komplex, jejichz
ucinost dosud popsana nebyla, ale o nich# prozatim nemdZeme rozhod-
nout, zda jsou nejedovatymi faktory invasivity nebo velmi slabé G¢innymi
toxiny tohoto bakteria. Pti jejich isolaci lze je alesponi z&asti vysolit am-
montumsulfatem nebo precipitovat methanolem za studena.

Je cilem na3i dalsi prace dosdhnout pokud moZno tplné purifikace :
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ucinné latky, identifikovat j1 biochemicky a provérit 1 jako toxickou nebo
invasni komponentu tél genus Listeria monocytogenes, a tak defimtivné
zjistit princip, jenz je jednim z dosud Gplné neznamych zdroju jeji pato-
genni schopnosti.

SOUHRN

" Bylo jiz diive prokazano, e injekce mrtvych tél Listeria monocyto-
genes pri soucasné infekcr zvySuje letalni efekt pri experimentalni liste-
riose bilych mySek. TotéZz bylo zji§téno pri1 podani extraktu z listeriovych
tel,

Jako pokracovani této priace zkoumaji autori vliv hodnotného lysatu
histeriovych tél na listeriosu bilych mySek. Vysoky vytézek pri Setrné lyse
je dosazen pouzitim 1 M-roztoku glycinu. Je-li tento glycinovy lysat apli-
kovan soucasné s infekéni davkou Listeria monocytogenes bilym mysim,
pak je LDj, az 15.000krit mensi nez u mysi kontrolnich, t. j. prosté
infikovanych. Cislo, znadici zvyseni letdlniho efektu, povazuji autoii za
index zvySeni virulence.

Glycinovy lysat sam o sobé neusmrcuje mySky pri 1. p. ani 1. v. vstiik-
nuti, anl nevyvolava symptomy klinického onemocnéni. Histologickym
rozborem zvirat zabitych po aplikaci glycinového lysatu lze v jejich
organech zjistit zcela ojedinélé granulomy.

Utinnost glycinového lysdtu je pfimo tmérna jeho davce vstiiknuté
souCasné s mikrobialni kulturou. Podle histologického rozboru se zda,
ze v organovych poSkozenich mysi infikovanych listeriemi s lysatem jsou
patrna vétsi loziska nekrosy a silnéj§i intracelluldrni mnozeni bakterii
v listeriomech.

Princip, zvySujici virulenci listerii, lze ze surového lysatu vysrazet
ammoniumsulfatem nebo methanolem pr1 teploté pod 0 °C.. Ammonium-
sulfatové 1 methanolové precipitaty st podrzuji zhruba ac¢inek ptivodniho
lysatu, a to 1 kdyz (v pripadé methanolové purifikace) byl ptvodni obsah
polysaccharidii sniZen pod 10 9, a nukleovych kyselin pod 50 9.

V paralelnim pokuse byl vSak zji§tén stejny ucinek polysacchamdove
slozky mikrobidlnich tél.

Specificita principu, zvySujiciho virulenci listerii, byla ovéfena na
experimentalni brucellose bilych mysek, jejiz pribéh zustiva lysatem
zcela neovlivnén.

Prednesena prace znovu oveéruje starsi pozorovani autord o principu,
~obsazeném v téle Listeria monocytogenes, zvySujicim jeji virulenci. Je

* v wrs *

soucasné prvnim krokem k bliz§i identifikaci a poznani latky ¢1 komplexu
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latek dosud u tohoto mikroba nepopsanych, jeZ maji bud charakter
mirné puasobicich toxind nebo faktord invasivity, podmiriujicich pato-
genni vlastnosti genus Listeria monocytogenes.

TAMIIMHOBBIN AU3AT LISTERIA MONOCYTOGENES U EIO
BAUAHUE HA AVUCTEPMO3 BbISBAHHBIN SKCIIEPVMEHTA-
TAABHBIM IIYTEM

®. [Tatouka, M. lluugrep, M. Mapa

PESIOMEL

beiro yxe Aokasano, uTo BBeJeHMe MEPTBBIX TeA Listeria monocyto-
genes Ipu OAHOBPEMEHHOM MHQEKUWY TTOBBIIIAET ACTAABHBIN sdPeKT mpu
AMCTEPUO3€E BHISBAHHOU HKCIEPHUMEHTANBHBIM IIyT€M Yy OGEABIX MBILIeH.
To xe camoe 6BIAO YCTAHOBAEHO IPH BBEJEHUM BKCTPAKTA TeA Listeria
monocytogenes.

Hpoaorxas sty paboTy aBTOpPHI M3y4AOT BAUAHHME KAYECTBECHHOTO AW-
sata n3 Tea Listeria monocytogenes Ha AucTepnos GeAnix Meormieit. Boas-
IO MPOIIEHT AHM3ATA IIOAYYEH IIpH IIPHMMEHEHUM M-PAacTBOPA TAMIIUHA.
EcAu sTOT AM3aT BBOANTE OZHOBPEMEHHO C MHPEKIIMOHHON Z030i1 Listeria
monocytogenes Oeabim MbimkaMm, 1o LD, B 15.000 pas mensue uem

Yy KOHTPOABHOH rpymibi Mblmiefi. HYucAo, BBIpakamwigee IOBBINIEHUE Ac-

TAABHOTO 3@ PeKTa, NIPUHUMAIOT ABTOPBI 32 UHOEKC TTOBBIUICHUS BUPYACHIIMH,

'Anuunosenit Ausat cam mo cebe He NPHBOANT K CMEPTU MBIIHEH Tpu
BHYTPHUIIEPUTOHEAABHOM UAM BHYTPHBEHHOM IIPUMEHEHUN U AAXKE HE Bbl-
3bIBACT CHMIITOMBI KAMHHYECKOTO 3aboaeBanus. [lyreM rucrororuueckoro
AHAAM3A KHUBOTHBIX, YOUTBIX IOCA€ MPUMEHEHUS TAMIMHOBOIO AM3ATa,
B MX OPraHax MOXXHO YCTAHOBUTH COBEPHIEHHO HMCKAIOYUTEABHO IpaHY-
AEMBL. .
AeicTBUE TAMIIMHOBOYO AM3AaTa IPAMO IIPOIIOPLUUOHAABHO €r0 /03¢,
BBEAECHOU OJHOBPEMEHHO C MHKPOOWMaAbHOII KYyAbTypoil. Kak noxash-
BA€T I'MCTOANOTUYECKUN AHAAUS3, B IOBPEXKJCHHBIX OpPraHaX MBIIICH, 3apa-
KEHHBIX AUCTEPUSIMM, INPHUMEHEHHBIMH OJHOBPEMEHHO C AM3ATOM, OYe-
BUAHBL OOABLIME OYATH HEKPO32 ¥ YCHUACHHOE BHYTPUKAETOUHOE DAIMHO-
xeHue DakTepuil B AUCTEpHOMAX.

Bewectro, moBmIIalIee BHPYACHUHIO AMCTEPUN, MOXKHO ITOAYUHTD
B BUJE OCaJKa ITOCAE€ NpubaBreHME CyAbPaTa aMMHUAKA UAU METUAOBOIO
coupra npu Temueparype Humke 0 °C. BTu ocagkm coxpasioT B 0OIeM
ACUCTBUE NIEPBOHAYAABHOIO AU3aTA JAAXE U B TOM CAYYaE, KOTJa OCHOBHOE
KOAHMYECTBO TIOAHMCAXApPUAOB CHHU3UAOCH HmKke 10 9, a HYKACHHOBHIX
KUCAOT Huxe 0 9.

B napareapHOM onmbire OBIAO YCTAHOBAEHO TOXE JEUCTBUE TIOAMCAXA-

PUAOB MUKPOOHUAABHBIX TEA.
CrnenuduuHOCTD BEUYECTBA, IOBBUILIAIOIUEIO BUPYACHUUIO AUCTEPUM
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~ 6piAa IIPOBEPEHA HA HKCIIEPUMCHTAABHO BBI3BAHHOM OpyueArese 6OeabIx
MBILIEH, TEIEHUE KOTOPOTrO COBEPUICHHO HE IOAAACTCSA BAUSHHUIO AU3ATA.
[IpmBegennaa pabora ene pas MoOATBEPXKAAECT NPEABIAYIIHE HaOAIO Z1E-
HUf ABTOPA O CYIUECTBOBAHMM BEIECTBA, COACpxKalomeroca B Teae Listena
monocytogenes, IoBsIIIAIOLIEro bakTepuarbHylo Bupyaennnio. Oguospe-
MEHHO 3Ta Pab0Ta SABASETCS IIEPBBIM 1IarOM K DOAee TAYDOKOMY TIO3SHAHUIO

H H3Y9EHUIO BCIIECTBA MAU KOMIIACKCA BELIECTB, 40 CUX IOP HE OIMMCAH-

HHX V STOTO MUKP0DA, KOTOPBIE UMEIOT XAPAKTEP YMEPEHHO JACUCTBYIO-

#'IMX TOKCHHOB MAM (pAKTOPOB PASMHONKEHHUS, 00yCAQBAMBAIOIUNX HATO-

" reHeTHYeCKMX xauecTB Listeria monocytogenes.

GLYCINE LYZATE OF LISTERIA MONOCYTOGENES AND
ITS INFLUENCE ON EXPERIMENTAIL LISTERIOSIS

F. Patocka, J. Schindler, M. Mara

SUMMARY

In earlier reports it has been demonstrated that an injection of killed Listeria
monocytogenes applied with infective inoculum enhances the lethal eflect of
experimental listeriosis in white mice. The same has been demonstrated when
an extract from listerial cells was applied.

In connection with earlier experiments the authors studied the influence of
a high quality lyzate of listerial organisms on listeriosis in white mice. A high
yield may be obtained by lysis with a molar solution of glycine. When this
glycine lyzate is applied along with Listeria monocytogenes to white mice,
the LDy, is up to 15,000 times smaller as against controls, 1. e., mice nfected
only with L. m. The number, expressing the enhancement of the lethal eflect,
s considered by the authors as an index of virulence enhancement.

The glycine lyzate alone does not kill mice either on intraperitoneal or
intravenous injection, nor does it evoke any clinical symptoms of the disease.
Histologic studies of animals sacrificed after application of the glycine lyzate
reveal that only occasional granulomata are encountered 1n their organs.

The effectiveness of the glycine lyzate 1s directly proportionate to the
amount applied along with the infective dose. Histologic findings seem to
show that in the organs of mice, infected with listeria plus lyzate, necrotic foc
are larger and intracellular propagation of bacteria in listeriomata is more
intensive.

The factor, enhancing the virulence of listeria, may be precipitated from
raw lyzate with ammonium sulphate or methanol at a temperature below
0 °C. The effect of ammonium sulphate or methanol precipitates 1s about the
same as that of the original lyzate, although (after methanol purification) the
content of polysaccharides is under 10 %, and of nucleic acids under 50 9,
of the original.

In a parallel experiment, however, it has been found that the polysaccharide
component of bacterial cells had the same eflect.

325



‘The specificity of the factor, enhancing virulence ol Fsteria, was verifi
g experimenial hrucelinis ol white mice, the conrse of which was not influen.’
ced by the lvzae.

‘This report conficmns the authars’ earlier ohservations on a {factor contained ;
in the bacterial body of L. . which enhances its virulence, Tt is al the same
time the first slep wward identlcation and defimition of a substance, or a .
complex of substances which have not been hitherio described in thas microbe,
and whose nature is either that of a mild toxin, or an invasive lactor condi-
(ioning the pathopenic properties of the genus Listeria monoeytogenes.
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