CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE

) bacberlum diphtheriae patii do ¢eledi Corynebacteriaceae, t. ). v pii-
'ulml roziirené kategorie grampositivnich, az gramlabilnich tyé&inek s ne-
pogennd se barvicim protoplasmatem a s ojedinélymi vyiimkami nepohybli-
yéinek. Jejich zdkladnim morfologickym znakem je vice méné vyznaceny
, az ¢lunkovity tvar, vzajemné uspofadani bakterii a druhové hojné
end piitomnost zvlasté intensivné barvitelnych, ostie ohrani¢enych
quli protoplasmatu, nazvanych metachromaticka téliska. Vétiina dosud
ch korynebakterii jsou mikroorganismy aerobni, vyskytuji se viak
v mikroaerofilni (alesponi v primokultute). V poslednf dobé se vénuje
'1 a? dosud mélo studovanym druhiim striktné anaerobnim.
if druhy pievainé ddvaji positivni katalasovou reakci, fermentuji
i karbohydraty (pravidelné bez tvorby plynu), aniz vétsinou pro-
hk vysoky stupeii acidity, jaky je charakteristicky pro laktobacily.
ravdépodobné stoji vyvojové nejblize. Malo druhu je proteolytlck\ ch.
ydé prichdzeji jako pathogennf parasité, po piip. epifyté ¢lovéka i zvi-
pOpsinn. fada druhu pathogennich pro rostliny, vyskytuji se v okoli
» i zvifat, na jejich koznim povrchu, v zaZivacim traktu, nejruzné)sich
, N3 rostlinach, ve vodé a v povrchnich vrstvach pudy.
terych korynebakteriacef byl popsin i ndznak ramifikace, takze byvaji
_ nni t. zv. vyﬂi bakterie, tvoFici piechod k fadu Actinomycetales.
' mihoblologle je vypéstovat a odliSit pfedeviim druhy obhgatomé
) philezitostné pa.thogennj pro ¢loveéka od druhu zcela nepathogennich, jim
1yeh svou morfologif i nékterymi znaky kultivaénimi, zejména pokud
poﬂedni nalézaji téZ na kazi, sliznicich, po pfip. i v nékterych patholo-

pmduktech tlovéka.
blig 5 pathogenni lidsky druh je zndm pouze jeden, a to Coryne-
C dlphtherme které ptichdzi ve tfech (podle nékterych dokonce ¢ty-
typeoh podle ristu a v ¥adé typa podle antigennich vlastnosti proto-
# matu. Je znimym vyvolavatelem lidské difterie a mohutnym producentem
ckého bakteridlniho proteinu (diive exotoxinu) globulinové povahy, ktery

; .'Iiooh ristovych i antigennich typt — jak se zdd — prakticky jednotnym

= atnf korynebakterie, piflezitostu® pathogenni pro cloveka, shruujuiic
pod ne zcela piesné vymezenou kategorii t. zv. ,,atypickych koryne-

*“, mezi nimiz prokdzany zarodky toxické i virulentni pro néktera labo-
ﬂﬂ‘ata a vyvolavajici nesporné i onemocnénf lidska. Néktera z atypic-
korynebakteni se ukézala byt ve svétle prohloubené diagnostiky bud
ckd nebo alespoii blizce p¥ibuzna s druhy de norma vyvoldvajicimi cho-



ymestikovanych zvifat, a patii tedy mezi vyvolavatele t. zv. anthr

oznanf saprofytickych korynebakterii (¢ t. zv. bakterii pseudodifteric-
ftomnych na télesném povrchu nebo sliznicich lidskveh, ma pouze
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gm C. diphtheriae.

& virulentni kmeny C. diphtheriae jsou znamymi vyvolavateli pfi-
é choroby, jez postihuje zejména dctsky veék. Symptomatologie
samoziejmé vymyka z ramce této stati, kvali odbéru materialu
no upozornit na mozne nejeéastéjii lokalisace. Je to predevsim klasie-
gace tonsilarni, dale u kojenci pomérné casta lokalisace na sliznici
diive hroziva, dnes fidka lokalisace na sliznici trachey. Podstatné
ou formy lokalisace na konjunktivé, ve zvukovodu, forma kozni

nd), difterické onemocnéni zZenského genitalu (zejména v puerpe-
ak absolutnd vyjimelné lokalisace vzniklé metastaticky nebo per

am, jako zachvéaceni meningt, po pfip. i endokardu.

uspéiné diagnostiky je odbér materialu z mista pathologicky zménéné
1%e, kde se naléza maximum korynebakterii.

romadéni je vidy pod charakteristickymi difterickymi pseudo-
pi na povrchu exulcerované sliznice nebo kozni plochy v mistech,

8iff do okoli.

se provadi na sterilnim vatovém tamponku, ktery ma byt na-

svéné Spejli, nikoli na draté. Pri floridnim onemocnéni je vzdy nutno

méné dva tampony, a to tak, aby jednoho mohlo byt pouzito pro

; preparat a jednoho pro kulturovy zachyt. U nemocnych ko-

smi zapomenout nikdy na vytér z nosu, zejména pri priznacich

rhinitidy. PFi patrani po nositich difterie nedava zpravidla mikro-
Setteni tamponu hodnotitelnych vysledku.

# doporutuji k urychleni diagnostiky pouziti t. zv. Folger-Soleho
Tyto se zhotovuji tak, Ze se tampon namoc¢i do sterilniho kon-
 (bez piisady antiseptik). Pak se piebytek sera odstrani vymack-
sténu zkumavky. Tampon se pak protdhne plamenem jenom potud,
vrstva sera na ném koagulovala. Témito tampony se odebere
b odbéru se tampony inkuhnié niedbéind 2--6 hodin ph1 27 g DL .
e zpracu)i dale tak, Ze se valivym pohybem nao¢kuji na telluritovou
krevnf agar, a kone&né se z nich stejnym zpusobem zhotovi mikro-
paraty. Predbéznd kultivace na samotném tamponu vede zpra-
kovému pomnozeni C. diphtheriac, ze toto nejen vyrista na dalsich
e a v ¢isté kultufe, nybrz se projevi i typickou morfologii v mikro-
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 difterické korynebakterie je typicka: Kyjovite ty ¢inky, po-
§ u typu gravis, s malym poétem metachrom: tickych zrnedek,
8 ve]kym poltem granuli u typu mitis, napadné mohutné kvjovité
8 télisky a velikou nehomogenitou protoplasmatu u typu intermedius.
&l.rakterlstlékt nehomogenity protoplasmatu, kterou nelze nikdy
tikovat pfesvédciveé v pre paratech podle Grama, ale snadno a zfete In
m fuchsinem a methylenovou modii, v&imame si diagnosticky dulezi-
hjemného uspofadani tyéinek, a to bud do utvaru palisid nebo pismena
| ém barveni podle Grama se ndm ¢ist nebo vétSina tyc¢inek toxickd
jev[ jako gramlabilni na rozdil od saprofytickych pseudodifterii, jez
""" ‘rlﬂy plesvéddivé grampositivni.

¢ tedy kaZdy preparit na difterii bud z pathologického produktu

vypéstované kultury:

B fvis stz 15, methods ¢ 9),

u snovou modif nebo zied. fuchsinem (viz str. 15, methoda &. 7),
- metachromatickd zrnetka podle Neissera nebo podle Alberta (viz

P

2 €. 13 a 14).

-hm osobnich zkuSenosti nemusi barveni sub b) dat pi‘eavédéne
_________ 7 u prepariti z pathologickych produktid, je v8ak pro zkuSeného za-
Zzitym pracovnim postupem p#i mikroskopické diagnostice z vy-
kolonli Dulezité je védét, Ze metachromaticka zrneCka nelze sice
7 u Hoffmannovy pseudodifterie, je v8ak moZno je nalézt (i kdyz
rh) u primokultury pseudodifterie druhu Corynebacterium cutis,
esté zavaznéjsi, u nékterych pro zvife pathogennich atypickych koryne-

& diagnostika difterické korynebakterie je tedy pouze pomoc-
meth sdou, jde-li o pathologicky produkt, ale dilezitou diagnostickou
ckou, Ho-h 0 ovéfeni vypéstovanych zarodki.

a nejdilezitéjsi diagnostickou methodou C. diphtheriae je jeho vy-
vani z pathologického produktu spolu s uréenim typové pislusnosti a stano-
i virulence, resp. toxicity vypéstovaného kmene.

narotnost C. diphtheriae neni zvlasté velika, ve vsech pifpadech
mensi nez u laktobacili. Zakladnimi vzrastovymi fa.ktc)ry pro
dudovmé kmeny se ukézala byt nikotinova a pantothenova kyselina,
,,,,,,,,,,,, POlledni substrt u n&kterych kmenti mize byt nahrazen beta-alani-

> urdité kmeny vyzaduji biotin a jiné plmelm ou kyselinu.

| ickou pudou pro zéchyt C. diphtheriae kteréhokoli typu zistava Loftle-
" (m str. 59, puda ¢&. 54). O¢kuje se na néj vétsinou piimo tampo-
jimZ byl odebran suspektni materidl. Neni pidou diagnostickou, ale do
Iﬁ'y elektivni, na které C. diphtheriae vyrista rychleji nez vétsina
zarodku zachytitelnych ku pf. v nosohltanu. Vzhledem k tomu, zZe
e difterického bacila na této prihledné pudé nejsou na prvy pohled




icke, jé nutno vzdy z nich pripravi preparat a po piipade preockoviaval
i&gﬂl‘}'. resp. telluritove ]Hl:l_‘u'. Pokud zde (', l“!iht heriae vyvrusta 1kolo

okrouhlé kalné kolonie perletovitého povrehu. spise drobive nez
lavé, z potatku s pravidelnvmi okraji, pozdeji nepravidelad koaturovand,
iZzenym centrem. obvykle se slab¢é nazlout lou barvou.
ktivita Lofflerova sera. zéalezejici v jeho relativni chudosti. e nejlépe
8 v ranyeh rastovyeh fizich, takze preparaty zhotovujeme nz po 12,
&ji po 18 hodinich. Pii rastu podezielych ty¢inek obvykle preockova-
na krevni agar ¢i telluritové pudy po dosazeni typickych povrchovych
nif tak cistych, ze lze z nich zalozit zkousky na fermentaci cukru. Jde-l
low diagnosu. staci oveieni mikroskopické a zbytek kultury na Loftleru
je piimo ke zkousce virulence, resp. toxieity na morceti.
naseho soudu je v posledni dobé Littlerova puda nepravem opomijena,
‘methodou volby v improvisovanych pomérech, které nedovoluji pii-
ZitéjSich pid nebo kde jde o rychlou orientacni diagnosu. V' kazdém
» ovem mnohem vhodnéjsi pro isolaci bacila z floridniho onemocnéni
shyt z nosic¢stvi.
Lk y pokrokem v diagnostice difterického korvnebakteria bylo zave-
telluritovych pid (viz str. 60 a 61). Ukdzalo se totiz, ze Kalium tel-
m je selektivné bakteriostatickym principem, ktery v koncentracich,
hibuji riist vétsiny gramnegativnich mikroorganismi a podstatné zpo-
mozeni grampositivnich bakterii, nema podstatny vliv na kmeny
ieterium diphtheriae. Kromé toho (. diphtheriae redukuje kalium-
kovovy tellur, jenz dodivi tmavoSedym, aZ cernym zbarvenim
leskem zvlastni vyraznosti jeho koloniim. Jsou tedy telluritove
mé diagnostické a jak dodatecné rozpoznino, lze na nich (s doda-
itim jesté jinych biologickvch znakt, jako je mikroskopicka
a, hemolysa a fermentace $krobu) rozlisit prevaznou vétiinu difterickych
ebakterii na tii typy podle McLeoda: gravis. mitis, intermedius. Jen
iplnosti uvadime, ze Parsons a Frobisher dodateéné k témto tfem pii
{tyrty, zvany typus minimus, vyznacujici se zv]lasté pomalym rustem
nepatrnych kolonii a hlavné tim, Ze v primokulturdch bud vibec
ituje, nebo jen velmi pomalu glukosu. Pojmenoviani tif klasickych
vovida zeela tizi klinického prabéhu lidské difterie, tolik se viak zda
Ze gravis a intermedius prichazeji nejéastéji u vyraznych forem ne-
s u choroby lehké a u nosi¢ta. Vzhledem k tomu, ze kazdy z klasic-
ot je dost vyhrvanénym biotypem rastovym nejen na telluritovych,
‘na krevnich pudich a v bujonu, popisujeme nize viechny tvto vlast-
stné fermentaci — viz str. 61, puda ¢. 58) u kazdého typu souborné.

;pu gravis dortstaji nejvétsich rozméru (v praméru nékolika
)ehé, se zietelnou vnitini strukturou (upomina) ici vzdalené na kveét
arvy temné Sedé, az nacernalé a matného kovového lesku od redu-
Juru. Pii doteku klickou je kultura spise drobiviého charakteru.
neé l’ﬂ&ji kolonie ;!'_"I‘H\'i:-l ]H’H’]ﬂhll}" raz. ale vl 11 <truktura [;.}"\,';i



i. Typicky je na krvi matny povrch s leskly ym perleﬁm ym nadechem.
. 50 o, vypéstovanych kmeni typu gravis byva obklopeno tuzkou
nopﬁhﬁ zietelné beta-hemolysy, zejména na krali¢i krvi. V bu]onu
lehky zakal, ménici se v granularni sediment, pii povrchu se rycsu]e
p&hkula. Z cukrii je fermentovana (jako u vsech ostatnich typu 8 Vyjim-
oznadenou shora) glukosa, maltosa a fruktosa, pro typ gravis je jesté navic
rakteristické fermentace &krobu, glykogenu a dextrinu.

s mitis vytvai{ kolonie konvexni, pfesné okrouhlych okraji, derné

8 lesklé. Na krevnim agaru rust analogicky, kolonie'jsou vzdy obklopeny

2 zonou beta-hemolysy. Rist v bujonu ve formé difusniho zakalu, ten-

'k tvorbé pelikuly vzdcnéd. Skrob a glykogen nejsou fermentovany,
______ g

intermedius tvoii kolonie malych rozméri, pomalu doristajicich
iru nejvyse asi do 2 mm), ploché, Sedive, nékdy s tmav¥im centrem,
kovové lesklé, obydejné trochu nepravidelné periferie. Na krevnim agaru
kolonie rovnéZ nejmensfch rozméri, lomivé a nikdy nehemolysujf. V bu-
nikd tvorba vlodek, které se usazuji v granuldrni sediment. Bujon se

, nikdy neni povrchova blanka. pH v tekutych pidach neklesa tak ry-
»u ]!uiohoﬂch typi. Skrob a glykogen nikdy nefermentuje, dextrin
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bmloglokjoh vlastnosti C. diphtheriae je nutno vytknout jejich
bhj a necharakteristicky rist v Zelatinovém vpichu, Zadny vzrust
nboru. Mikrob neméni lakmusové mléko, neprodukuje indol a neredu-
itrity v nitrity.
mé se v htemtufe interpretuje fermentace saccharosy. VétSinou (na roz-
udodifterie druhu Corynebactenum cutis) se uvadi zkvaSovani tohoto
w zeela negativni. Toto tvrzeni je exaktni potud, Ze absolutni vétsina
kych a toxigennich kmenti C. diphtheriae kteréhokoli typu saccharosu
¢ nechavd nedotlenu. NaSe vlastni zkuSenosti potvrzu]i v8ak vzacné
m francouzskych autorii, podle nichZ lze zcela vyjime&né u malo
1 kmenti nalézt velmi pomalou (aZ po fad& dnf) fermentaci saccharosy
ho stupné acidity (takovy kmen byl ndmi isolovén z piipadu kozni
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H olysin C. diphtheriae je nerozpustnd litka, vdzand na Zivou a metabo-
f buitku bakterie, od ni% ji nelze oddélit.

ové PMY jsou na rozdil od Lofflerova sera velmi uspé&nym prostfedkem k zichytu
tice kolonii C. diphtheriae, stejné vhodnym pro materidl z nemocného
0 pro liui nosiéstvi. Jejich velikou vyhodou pmt1 Lofflerovu seru je moznost vyslovit
i 08 di.lhru jiZz ze vzhledu kolonii. Diagnosa musi oviem byt potvrzena mikroskopicky
' 1 zkouskami, které se snadno provadéji proto, Ze na této pudé dosahujeme vétsinou
m kultury. Vyraznost telluritovych pad lze zvysit tim, i:ﬂ k nim pfiddvame glukosu
1 indikdtori. Fermentace glukosy se zménou indikitoru pomuZe méné zkusenému
OgOVi sndze prima vista odligit hlavné pseudodifterii druhu C. Hoffmanni, kterd tento
y nekvasi. Podle naseho soudu se viak zku3enéjii diagnostik obejde bez barevnych
....... 4 & proto {IUPDTU('NJEHIE predeviim telluritovou pudu bez téchto pridatnych latek.
s se zhusta pouziva velmi dobra telluritova puda s indikdtory podle Skovrdnka.



~ Paralelné s telluritovou pudou vzdy ofkujeme material na krevni plotnu.
nuhnj'r diagnostik dovede i na této padé rozpoznat C. diphtheriae, viimne s
jeho event. hemolytickych schopnosti a zachyti na ném 1 nékteré dulezité
ruhotné infikujici zarodky.

- K diferenciaci t ypu z tvaru kolonif se nam nejlépe osvédcila pida MeLeodova
fiz str. 61, pada ¢. 57). K hemoelyse pouzivame obycejn¢ho krevniho agaru.
k studiu fermentacnich vlastnosti, t. zv. Hissovo serum s ruznymi shora uve-
uhlohydraty. Charakter ristu v dobrém bujonu a mikroskopicky obraz
3 shora uvedenych principi nam doplni charakteristika vypéstované
ebakterie k takové uplnosti, Ze jej Ize nejenom zachytit a druhové odlisit,
oré se souborem ostatnich symptomu provést 1 jeho typisaci,

Claubergova pida se odecita po 24 a 48 hod. Kolonie C, diphtheriae jsou
modré s okrajovym barvenim. Kolonie C. Hoffmanni a C. xerosis jsou
6 a dernaji. Pro zkuSenéjsi diagnostiky doporucujeme tutéz pudu, ale bez
B\ indikdtora, jez popsiany sub. 4. (Viz str. 60, puda ¢&. 55.)

- Na Skovrdnkové pidé roste C. diphtheriae v akutnich pfipadech vidy po
24 hod., u rekonvalescentii a nosic¢i i pozdéji, vZdy vSak do 48 hod. Proto ode-
gitdme pudy dvakrit: za 24 hod. a 48 hod. Typické znaky C. diphtheriae jsou:
psk kolonif kovové-modravé-erny, plochost kolonii a intensivni modré zbar-

f pidy v okoli kolonii.
- Riist ty¢inek nedifterickych:

1. C. Hoffmanni — ¢erné kolonie na nezménéné nebo zazloutlé pudé.
~ 2.C. cutis
a) pfi isolovaném ristu nipadné velké, ¢erné lesklé kolonie s intensivne
zbarvenim pudy, ,
b) pfi mohutném ristu — napadné mastny, leskly cerny povlak na puadeé
~ intensivné modre zbarvené. Plida vypada jako potiena kolomazi.
~ V novéjsi dobé se ¢im dale tim vice vziva pouzivani selektivnich pomnozo-
‘wvacich pid tekutého charakteru i pro C. diphtheriae. Hlavnim inhibi¢nim
i 1 ipem, brzdicim rozvoj druhotné flory, je 1 zde kaliumtellurit. Vyteér
-z pathologickych produktu se primo z tampont naotkuje do tekuté pudy, kde
~ ge mnozi pomérné kratkou dobu (u nami uvadéné pudy pouze 6 hod.), a poté
. wyotkovava na krevni plotnu a pidu Mc Leodovu. Zpravidla se dosihne jiz
~ y tomto prvém vyockovani Cista kultura difterického korynebakteria, po-
ugitelna pro fermentaini zkousky i zkousky toxicity.
- Z ntkolika pouZivanych receptu jsme vvbrali tekutou pudu (viz str. 61,
~ pida & 59), 8 jejimz pouZitim mame dobré, byt ne pkilis rozsahlé zkusenosti.
- Na rozdil od shora uvedeného faktu, ze toxicky protein C. diphtheriae je
u viech dosud studovanych kmentu prakticky jednotnym antigenem, maji
bakteridlni téla jednotlivych kmenu vsech tii typu nejruznéjsi antigenni
- skladby. Antigenicita endoplasmatu (!. diphtheriae je urfovana pravidelné
- aglutina¢ni reakei s hyperimunnimi sery. Zkouskami na n¢kolika stech kmenu
bylo zhruba zjist¢éno, Ze viechny kmeny gravis lze rozdélit nejménc do 13 sero-
typli, mezi nimiz pry pievilada typ I 2 11. Nejheterologndjsi je typus mitis.

s



nékten’rmi autory nalezeno kolem ¢tyiicet: serotypu, nejhomologne
intermedlus kde s jistotou urceny ¢tyri typy. Antigenni pribuznoss
c diphtheriae pfesahuje nékde ramec rustovych typu, takze na pi. hyvlo
", ze typ 11 typu mitis je antigenné 1dent10k » se serotypem II tyvpu
I&Pltola serové typisace somatickyeh antigenu C. diphtheriae zdaleka
ukondena a zistava prozatim ve sféfe védeckého zkoumani. Pokud vime.
il pro diagnostickou praxi vynzita nebyla a bylo by ji také tézko zhodnot it

vdlkou heterogenitu. Je pochopitelné, Ze by mohla mit oviem v prax
‘¥yznam pii epidemiologickém patrani.

vanjr ¢isty kmen difterické korynebakterie byl — jak z uvedeného
provéfen mikroskopicky, identifikovan podle rustovych vlastnosti

uvedenymi prostiedky, zjistény ]eho schopnosti fermentadni a po
m jeho typova pﬁﬂluénost Zbyva jej provéfit na jeden z jeho nej
2 biologickych faktori, t. j. toxicitu, resp. virulenci. Tyto zkousky
bjf pravidelné, a¢ veelku mozno ¥iei, Ze jsou snad o néco méné dilezit(
el ky jlmém piipadu difterického onemocnéni nez pii zachytu C. diph-
Pﬂpadé nosi¢stvi, kde pravé podle toxicity, resp. virulence, se usmér-
)l 1 miologicky zakrok. Je dulezité védét, ze byly opétované, a to ze-
fméﬁ vypéstovany kmeny korynebakterii, odpovidajici viemi biolo-
Vllﬂtnostml C. diphtheriae, ale pfi bézné pouzivanych zkouskach zcela
. O daldim vyznamu téchto netoxickych C. diphtheriae pro lidského
- Fip. jeho okoli, l1ze se prozatim tézko vyslovit s definitivni platnosti,
P lo se udajné podafilo vratit nékterym z téchto kmeni schopnost
> pouzitim specifického bakteriofiga.

tické praxi se zkousky zaméfené pouze na toxinogenesi téméi ne-
3bot by trvaly neinosné dlouhou dobu (znamenalo by to kultivo-
vypéatova.ny kmen ve vhodném bujonu a k pokusu na citlivém
ouzit bud filtratu nebo supernatantu centrifugované kultury). Vsechny
llnéhné reakee tohoto druhu jsou zaroveii zkouskami na toxiko-
Tivo spolu s ocenénim faktoru invasity (prinik mikroba do Zivé tkané,
nokenf v ni) neboli ohodnocenim jeho virulence. Nejbéznéji pouzivané
m méné ¢asto (hlavné pro intradermalni testy) kralik.

jexaktné)si, ale velmi ndkladny test je s. c. inokulace ¢isté kultury
Poniivé se k nf zvifat 200—250 g tézkych, vst¥ikuje se podkozné pod
lenou kiZi b¥icha p¥iblizné 1—1,5 ml 48 hod. staré kultury difterického
thlé v serovém bujonu. Bvlo li pouzito ke kultivaci Lofflerova sera.
1knout podkozné suspensi ziskanou splachnutim 24hodinové kultury.
tlé na této padé. Lege artis maji byt jednim z obou zpusobi infikovina
[ata, pii cemz jedno bylo 24 hod. pied infekei piipraveno i. p. vstiiknu-
ntitoxického sera v mnozstvi nejméné 600 ne]Iepe 1000antitoxickych jedno-
Jde-li o toxicky kmen C. diphtheriae, zistava antitoxinem chranéné zyiie
14 praktlckn beze zmén. Pokusné zvire zachazi (podle virulence, resp.
Xieity kmene) pravideln¢ od 48 hod. do nékolika dnt. Jeho sekéni nilez je
ela typicky. V podkoznim vazivu rosolov itv. nékdy mirné hemorhagicky

.I. € i
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. 1 é,oh které ]5(}11 1 zd\ 1];1]1 ir’]] zvetsené a ]]l{“l\rt eneé, az L}dnﬂtlckﬁ'
diphtheriae se vypé&stuje pravidelne jen z mista podkozn{ inokulace. U malo
skych kmenii, kdy dojde k amrti az po radé dni, rysuje se na kazi v mistech
edému polinajici nekrosa. Velmi malo toxické kmeny C. diphtheriae (ku pf-.
ﬁmnn}’rch difterii sem patii nékdy i ony, jez velmi pomalu fermentuji
), nezabfjeji zviie vibec, ale v rozsahu edému se demarkuje mohutna

kﬁie

Rutmni methodikou, kterou lze provéFit virulenci nékolika kment
 maxim. i 10) na 1 zvifeti soucasné, je intrakutanni test. Pouziva se k nému
stéich moréat, vazZicich kolem 400 g, po ptipadé kraliki. K.ultur} z. Lofflerova
2 5e spléchnou v bujonu tak, abychom dostali suspensi obsahujici zhruba
mihonl'x v 1 ml. Suspense jednotlivych kmenu C. diphtheriae se vstfikuji

tiZe v kvantu 0,1 —0,2 ml v iadé za sebou do oholené kuize mor¢eciho bficha
h‘ﬂléich bok. Ctvn hodiny po infekei dostane zviie i. p. 50—100 anti-
ich jednotek, aby se piededlo pieddasné smrti takto mnohotn& infiko-
néhc zvﬂ‘ete Ma-li byt i tento pokus naprosto exaktni a specificky pro C.
phtheriae, je nutno stejnym zpusobem infikovat kontrolni zvife, které jako
l) doatalo 24 hod. pied infekef i. p. 1000 U. A. antitoxického sera. U kon-
ntho zvifete chranéného antitoxinem neni reakce zadna. Mista vpichu
jch kmenu zdufeji a zrudnou do 24 hodin, béhem dalSich dni se v nich

loziska zietelnych nekros.

mvéjﬁi dobé je tendence nahradit celkem nékladné a definitivni diagnosu
dluzujfei testy in vivo prukazem toxmogemc:ty vypéstovaného kmene
f in vitro. Prvé ispésné zkousky toho druhu, jiz do té miry propracované,
' ohly byt piezkouseny v praxi, provedli nezavisle na sobé soucasné Quchter-
y a Elek. Podrobnosti viz str. 108.
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icidlni diagnostika

 Moznost diagnostickych zamén C. diphtheriae s nepathogennimi koryne-
tteriemi jinych druht byla pomérné velikd v dobach, kdy pro zachyt po-
y pouze Lofflerova puda, resp. krevni plotna, ale podstatné se zmensila
vede nim telluritovych pud. Celkem je moZno fFici, Ze dnes pouze tfi druhy,
eplfytlcky na lidskych sliznicich, po pifp. na normalnf kazi (event. i koz-
ieh i slizni¢nich ulceracich), pfichazeji v ivahu k diferencidlni diagnostice:

1. C‘orynebactermm pseudodtphtimrztwum (Hoffmanni ) 1i8i se jiz mikrosko-
icky kratkym a spise ¢lunkovitym nez kyjovitym tvarem, vidy silné vyjadie-
m grampositivitou a nedostatkem metachromatickych granuli. Na krevnim
~ agaru roste v koloniich nejspise upominajicich na typ mitis, ale mazlavéjsich,

ce krémové zbarvenych, bez hemolysy. Bu]on je lehce zkalen se zfetelnym
limentem. Na telluritovych pudach dochazi jen k ¢astecéné redukei telluru,
e kolonie zistavaji bud plné svétlé, nebo alespon maji svétly okraj a tmavé
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rum. Nefermentuji Zadny z béZnych cukri, zejména nikdv glukosu.
ta na toxicitu, resp. virulenci podle shora popsanych method vidy zeela
ivnf. Fraser oviem upozornil, Ze nékteré kmeny tohoto mikroba jsou
za zvlastnfho experimentalniho uspoiadiéni schopny vvvoldvat
rohovky. Bakterie je zhusta nalézany epifvt sliznice lid-
nosohltanu, po pipadé t nosu.

pymebacterium zerose upomina morfologicky jiz vice na difterického

----
Eui -

A barvi se podobné jako on nehomogenné, dokonce s pritomnostf polir-
anulek. Na krvi jsou kolonie adherujici, %edavé, znaéné prusvitné,
vého lesku, jen o mélo vét&i nez typus intermedius. Bujon ¢iry s granu-
jedimentem, na telluritovych ptdéach rast velmi pomaly, dochazi k re-
alium tellurosum. Tvoii zfetelna kvanta kyselin z glukosy, ale i saccha-
le z levulosy, maltosy, ale nikoli ze Zkrobu. Pro pokusni zviiata je
) nepathogenni. Piivodné byl isolovan z konjunktivy, opétované zjistén

doi nosohltanu, ale vzdy mnohem méné dasto ne# predchazejici bakte-

bt

ynebacterium cutis (hyperacidum). Toto diferencidlné diagnosticky
hleité Corynebacterium bylo zndmo jiz difve francouzskym bakterio-
jako C. cutis. Pozdéji bylo zapomenuto do té miry, Ze se ani v Bergeyové
vadi jako samostatny druh. Zarovenl s pouzivanim telluritovych
talo jeho zachycenf na nich tak fasté a tak upominajici na rist difte-

orynebakteria, Ze se potalo znovu prohloubend studovat. Némeéti

yvali v této etapé Corynebacterium hyperacidum. Nevyluéujeme,
zee pfibuzny druh nebo snad i zvla%té abundantné rostouci variantu
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Na rozdil od C. Hoffmanni, které se vyskytuje zejména na normalni
lidskeho nosohltanu, péstuje se C. cutis pravidelné z nekrotickych

liznicnict nebo koiznich, primiarné vyvolanych jinym ¢initelem. Tato
‘pochopitelné svadi tim vice k jeho zaméné s C. diphtheriae.

ologie C. cutis na telluritovych pidach nebo na krvi v primokultufe je

odobna po kazdé strance C. diphtheriae, véetné pravidelné piftomnosti
aromatickych zrnetek. V subkulturach se tento rys jiz zastira a C. cutis

vuje jako mohutné a silné pseudodifterické Corynebacterium. Vzhled
8 krvi i na telluru v primokultufe rovnéz upomina na C. diphtheriae,
istem a preockovanim se op&t tato podobnost stird. Kolonie jsou viak
mazlaveéjsi, mohutnéjsi, zpravidla rostou rychleji. Rozdil na Skovran-
16 je uveden pfi této pudé. V bujonu difusni zakal, mohutny sediment
etelna pelikula. Jako C. diphtheriae vytvaii kyselinu z glukosy, ale na roz-

puvodce difterie % ycky tez velika kvanta kyseliny ze saccharosy, a to tak
Ze se ndpadné sniZent pH da prokdzat jiz po nékolika hodindch ristu.
1a t kromé neschopnosti tvoiit specificky toxin je hlavnim diferen-
diagnostickym znakem této pseudodifterie.

Y

morce je vétSina kment prakticky nevirulentnich. Nalezli jsme vsak
€ kmeny, které po s. c. injekei velikych davek bujonové kultury vyvo-
teiny zanétlivy edém, ktery rychle mizi a koné&f zatvrdlinou.




4 normalnich tkani je snad jeho nejcastéjsim sidlistém kuze zevuiho zvuko

suspektni difterické infekei Zenského genitalu by mohly prijit v iivahu
encialni diagnose téz riuzné typy nebo druhy vagindlnich pseudodijtorii,
ichZ ristové vlastnosti jsou viak tak odlisné od C. diphtheriae. Ze je lze prima
ta podle tvar kolonii snadno odlisit.

 chorob, které byva nutno bakteriologickym vysetienim odligit od lehke¢
0 té231 formy tonsilarni difterie, je nutno pamatovat na:

l, TéZ8f anginy streptokokové, vzacnéji i pneumokokové, nékdy s naznakem
udomembrany. Rozpoznini snadné zichytem pyogennich streptokoki,
p. pneumokokti na krevni plotné.

. T. zv. Plaut-Vincentova angina. Rozpozna se snadno prikazem hojnyc
rochet a fusobakterif v mikroskopickém preparatu, barveném fuchsinem
bo podle Grama. |

3. Nekrotickd angina pfi inf. mononukleose. Pies zietelné nekrosy na tonsi-
th bakteriologicky nalez mikroskopicky i kultivaéni je zcela necharakteris-
ky. Piesné odliSeni podle krevniho obrazu, po pfip. Paul-Bunnelovy reakce.
4. Angina pfi listeriose (viz str. 294). Telluritové pady vZdy negativni.

5. Tonsilitidy, vyvolané atypickymi korynebakteriemi (viz str. 298). Telluri-
3vé pidy bud rovnéz negativni nebo zcela nepatrny rist po 56 dnech kulti-
ace, tedy v dobé&, kterd je pro diagnostiku difterie naprosto neobvykla.

-
N

- 6. N&které formy t. zv. leptotrichalnich angin. Povlacky spiSe retrotonsilarni
raveich, které nelze klickou seskrabnout. Odliseni snadné mikroskopicky
podle nalezii hojnych, dlouhych vliken leptotrichalnich, vétsinou v konvolu-
ech. Kultivace moZzna pouze anaerobné.

" 7. Angina soorovi. Povlaky odlidné, zpravidla nejsou tézké celkové priznaky.
likroskopicky typicky nalez vliken a blastospor oidia. Kultiva¢ni zachyt
pejlépe mozny na Sabouraudové® pudé.

.

kapitulace navrha na postup vysetieni

Zasadné se odeberou dva i vice tampont z pathologického produktu (jak uve-
10, nejlépe z okrajovych mist slizni¢nich ¢ koZni ulcerace, pokud mozno po

stranéni pseudomembran.
Uvédime &tyfi zpisoby vysetiovacich postupu:

1. Jeden tampon se zpracuje na mikroskopicky preparat, druhy se nakultivuje na Loffle-
rovu (viz str. 59, puda ¢. 54) a ("laubergovu pudu (viz str. 60, puda & 55) a Ina_krevni
plotnu. Kultura z Lofflerovy pudy slouzi k predbézné orientaini diagnostice, a je-li dosta-
tedné &ist4, k urychlenéinu testu virulence a toxicity. Isolované kolonie na Claubergové
pudé a v krvi se ohodnoti mikroskopicky zredénym fuchsinem a podle Alberta nebo
Neissera (viz str. 16, methoda ¢. 13 a 14), preotkovavaji se dale do Hissova sera k urceni
fermentace cukru a na McLeodovau padu (viz str, 61, pady ¢. 58 a 57), jez uzavre stano-
veni typové prisludnosti. Nejsou-li kolonie dostateéné ¢isté ani na h-}luritﬂvj;ch pl-{[lli:l'fll.
je mozno fermentacéni zkousky provadét az z daldi subkultury na telluritovyeh padach
nebo ju.:-ltt'* ll’.']lu na Krvi.

2. Jeden tampon se vySetii mikroskopicky, druhy se nakultivuje na krevni plotnu & du
puda ¢&. 59). Z tekuté pudy se po 6 hodinach kultivace ockuje

tekuté pudy (viz str. 61,
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stna, Claubergova pada (po pfr. iMcLeodova)a Lofflerovo serum.Cisté koloniez krve
tkoudi na fermentaci, z Lofflerovy pady se déla zkouska toxicity. Vsechny kultury na
'moh se samoziejmé ovéFi mikroskopicky juko sub 1.
ﬂl‘olgat Soleho tainpony a oby&ejny tampon, z néhoz se ihned zhotovi preparit.
ger-Boleho tampony se inkubuji pfedbéiné 2—6 hod. pfi 37°C ncbo delsi dobu pii
) nizdich, Pak se jich zije a) k zhotoveni preparatn, b) k zaloZeni kultury
thlnritvovi‘oh padéch. S;té kultury se identifikuji fermentaci a preoc¢kovavaji
é pdé k uréeni toxicity.

Ipﬁl)b je vlastné nouzovy, je-li nutno pracovat v pomérech, kde nelze okamziit¢
it telluritové pady. Odbér na dva tampony, z nichZ jednoho se pouzije k mikrosko-
v,ht!ml s jeden se otkuje na krev a Lofflerovo serum. Kultury se identifikuji
ohlrlktemm rastu na krvi, zkouskami fermentaénimi a pokusemn na toxi-

| jetieni na nosidstvi je postup v podstaté stejny, az na to, ze od pfimého
tamponu mikroskopicky nelze odekdvat hodnotitelné vysledky a Ze
, zéjména na telluritovych piddach, rostou zpravidla pomalu.

ité :fii;jO. I.by vyﬁetfu]ici mikrobiolog uvédomil osetiujiciho lékare, Ze
sakteriologicka diagnosa difterie je vlastné retrospektivni, takze tento

ph vé.iném klinickém podezieni s injekei sera pred ukoncenim
ogického rozboru.
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