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Jindfich Hess:

Stanoveni ucinnosti streptomycinu a dihydrostreptomycinu
difusni metodou na kovovych plotnach

(Vyzkumny tstav antibiotik. Roztoky u Prahy)

Vypracovani dostateéné ptesné a rutinné pouzitelné metody pro stanoveni
G¢innosti antibiotik je prvnim a nezbytnym pozadavkem pro jejich vyzkum,
vyvoj a vyrobu. I kdyz v nékterych p¥ipadech lze nahraditi metodu biologic-
kého stanoveni zpravidla rychlejsi metodou chemickou nebo fysikalné chemic-
kou, neni tim dotden vyznam metody biologické. Chemickych metod nelze
zpravidla pouZit pro stanoveni Géinnosti nedistych preparatn, t. j. lze jich
pouzit pouze s uréitymi vyhradami. Na druhé strané vSak jest metoda sta-
noveni obsahu antibiotika vétsinou hlavni pomuckou, kterd umoziiuje vypra-
covani vyhovujiciho fermentaéniho postupu. Zavedeni prislusné metody musi
tedy predchéazeti pracim, které jsou spojeny se stanovenim vyhovujiciho po-
stupu fermentaéniho.

Pii zavadéni biologické metody pro kvantitativni stanoveni streptomycinu
jsme jako zékladu pouzili postupu, ktery publikoval Lo o se sp. (1945).
Pro rutinni pouzivani jsme tuto v podstaté plotnovou difusni metodu upravili
podle dosavadnich zkuSenosti a mistnich moznosti. Tak na p¥. predepsané
kotoucky filtraéniho papiru byly nahrazeny béiné pouzivanymi nerezovymi
cylindifky, masovy vytazek v testovaci pudé byl nahrazen masovou vodou
atd. Postup, ktery vyhovoval svou presnosti, vyzadoval pro jeden vzorek
preparatu (na pr. koncentraty nebo krystalické latky) 8 Petriho misek, zkra-
ceny postup, pouzivany pro titraci fermentacénich pad, 2 Petriho misky,
pii ¢emz kazda byla osazena &tyimi cylindiiky.

Podobn¢ jako u ostatnich difusnich plotnovych metod zustavala i u této
metody nevyhodou nutnost pouzivani Petriho misek, jejichz podet pii nasem
provozu dosahoval poétu nékolika set denné. Nahrazeni Petriho misek plot-
nami o podstatné vétsich rozmérech, které jest uvedeno v literatufe (Smith
1945, Beadle se sp. 1945) ma nékteré nevyhody, vyplyvajici z konstrukei
ploten (sklenéné desky se snimatelnymi kovovymi ramy).

ProtoZe bylo ztejmé, Ze nahrazeni Petriho misek plotnami o nékolikrate
vétsi ploge mé fadu vyhod, jak co do finanéniho nakladu hmotného i perso-
nalniho, tak co do piesnosti, vypracovali jsme postup, ktery déale popisujeme.
Tento postup povazujeme pro soudasnou dobu za dostateéné vyhovujici
a pouzivame jej rutinné. Osvédduje se nejen u nas, ale i na nékterych dalsich
pracovistich, kterym jsme tuto metodu predali.

Popis metody

Uvedenou metodou lze provadéti stanoveni streptomycinu i dihydro-
streptomycinu ve fermentadéni pudé, koncentratech i koneénych produktech.
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Kultura. — Jako testovaciho organismu pouzivime Bacillus subtilis
FDA 6633.

Kultiva¢éni puda: pepton 6,— g
kvasniéni extrakt 3— g
masové voda 250 ml
kasein pankr. hydrol. 4— g
glukosa 1— g
agar Fasovy 30— g
destilovana voda 750 ml; pH 7,0

Takto pfipravend pada se rozleje do Rouxovych lahvi po 300 ml. Stejnou
pudu pouzivime pro udrzovani organismu ve zkumavkéch.

Dobie narostlou kulturu na §ikmém agaru smyjeme pomoci klitky do
7 ml destilované vody a 5 ml této suspense ockujeme Rouxovu ldhev. Inkubu-
jeme pii teploté 37 °C. Je-li kultura podle mikroskopického vysetfeni dobfe
vysporulovana (coz trva nejméné 14 dni), smyje se 200 ml destilované, ste-
rilni vody. Ziskanou suspensi pasteurisujeme 30 min. pii 65 °C ve vodni lazni,
centrifugujeme a usazené spory promyjeme sterilni destilovanou vodou. Pasteu-
risaci suspense opakujeme tiikrat. Takto pfipravenou kulturu uchovivame
v lednici pti +3 az -5 °C a pouzivame az 30 dni k oékovani testovaci pudy
pro povrch.

Piiprava ploten. — Plotny rozméri 350 x 350 x 50 mm jsou
vyrobeny z hlinikového plechu o sile 2 mm. Vnitfek nadoby jest opatien
tmavym natérem, vzdorujicim teploté, s bilymi zna¢kami pro umisténi kovo-
vych cylindifkt na povrch pidy. Vika jsou vyrobena z tenkého nerezavéjiciho
plechu a presahuji asi 10 mm okraj plotny.

Céastetné sterilisace se provadi v horkovzduiném sterilisitoru asi 45 min.
pFi 150 °C.

Sterilisované plotny rozlozime na sklenéné srovnavaci desky do vodorovné
polohy. Abychom vyrovnali pfipadné nerovna dna nékterych ploten, polijeme
plochu tenkou vrstvou rozehtatého agaru (40 g agaru na 11 destilované vody).
Po ztuhnuti této vrstvy nalijeme na plotnu 500 ml zékladni zivné pudy.

Zivna puda pro zaklad: pepton 6,— g
masova voda 250 ml
agar fasovy 25— g
destilovana voda 750 ml

pH po sterilisaci 7,9 1 0,1

Po vychladnuti ptelijeme 100 ml nao¢kované povrchové pidy. Mnozstvi
sporové suspense pro zaockovani povrchové pudy si vidy po piipravé nové
kultury uréime predbéznym testem (0,52 ml sporové suspense na 100 ml
povrchové pudy).

Zivna pida pro povreh je totozné se zakladni, ale s 10 g agaru na 1000 ml.

Po ztuhnuti povrchové pudy pokladame sterilisované nerezové cylindiiky
(vale¢ky o vnitinim priméru 6 mm a vySce 10 mm) pinsetou na piislusné
znacky oznadené na dné plotny.

Priprava standardu — Navazku standardniho streptomycinu
nebo dihydrostreptomycinu nafedime 0,5 M fosf. pufrem o pH 7,00 na 5000 j/ml.
Tento zédkladni roztok prechovavame v lednici a pouzivame az 14 dni. Ze
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zdkladniho roztoku fedime denné potiebné mmnozstvi standardu k testovani
v odmérnych batikdch 0,1 M fosfatovym pufrem o pH 7,9. Uzivame hodnoty
32, 16, 8, 4 j/ml. Pro zkraceny zptsob stanoveni 32, 16, 12, 8, 6, 4, 2 j. na ml.

Priprava vzorku. — Vzorky fedime podle odekdvané Gdinnosti
0,1 M fosfatovym pufrem pH 7,9 na 32, 16, 8, 4 j. na ml. Provadime-li stano-
veni Géinnosti zkracenym zpusobem, fedime vzorek podle piedpokladaného
obsahu streptomycinu pouze do jednoho stupné v rozmezi hodnot 2—32 j.
na ml. Tato zkrdcend metoda umoziiuje stanoviti vice nez étyfnasobné mnoz-
stvi vzorkid, jest v8ak nutno poditati s ponékud mensi pfesnosti provedenych
stanoveni. Pouzivame ji pro testovani velkych serii vzorkt fermentadni pudy
z laboratorni fermentace.
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Schema T: Plnéni cylindifka pii nezkréceném postupu.
Plnéni cylindiikt. — Plnéni cylindfikt provadime Pasteuro-

vymi pipetami, které si pfedem p¥ipravime. Pro kazdou koncentraci pouZijeme
vzdy novou, suchou pipetu. Na plotnu plnfme standard do tii fad cylindiiki
ve stiedu plotny. Po obou stranich standardu plnime do &tyt cylindiiki
vzorky, odpovidajici piislusnému fedéni standardu. Na plotné jsou tedy testo-
vany soucasné étyii vzorky podle schematu I.

Pii zkraceném postupu pipetujeme celkem sedm hodnot standardu
do &tyi cylindiikta od kazdé koncentrace kiizem do stiedu plotny. Vzorky
pipetujeme vidy po dvou cylindiicich od stejného vzorku na protilehlou
stranu plotny podle schematu IT (obr. 1).

Pri plnéni cylindifk@ nutno dbati toho, aby naplnéni na jednu plotnu
netrvalo déle nez patnact minut. Trva-li pipetovani déle, vznikaji rozdily
mezi pocateénimi a naposled pipetovanymi vzorky.

Po ukonéeni pipetovani ukladame neprikryté plotny k inkubaci do thermo-
statu. Inkubujeme 15—20 hodin p¥i teploté 32 °C.

Odeditan{ vzorka. — Po inkubaci méfime praméry inhibiénich
zon. Méteni provadime co nejpeélivéji, pii ¢emz odhadujeme desetiny mili-
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Schema IT: Plnéni cylindiiki pri zkraceném postupu,

Obr. 1: Kovova titraéni plotna po inkubaci (zkraceny postup).



metru. Po odeéitani stanovime primér jednotlivych koncentraci a sestrojime
kiivku. Na milimetrovy papir nanagime na osu x jednotky (1 j. = 2,5 mm),
na osu y prumérné velikosti zon (1 mm = 10 mm v grafu). Spojenim bodu
ziskdme krivku standardu. Nanesenim priaméra jednotlivych fedéni vzorku
na kiivku vyjadiime u kazdého ¥edéni hodnotu v procentech. Toto provadime
pomoci vhodn& upraveného mé¥itka (graf 1). Udinnost vzorku v procentech
stanovime pak prumérem téchto percentickych hodnot. Primér nasobime
odhadem, z kterého jsme vychézeli pii Fedéni vzorku, délime stem a ziskame
skuteény podet jednotek. Pri zkraccném postupu sestrojime kiivku ze sedmi
standardnich hodnot. Primérnou hodnotu odcéten¢ho vzorku naneseme na
kiivku, odcéteme na ose x jednotky a nasobime fedénim, ¢imz dostaneme
adinnost v jednotkach.
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Graf 1: Kiivka standardu s pfikreslenym procentickym méfitkem pro fedéni vzorku na 16 j/ml.

Zhodnoceni metody

V soubéiné provadénych stanovenich roztoku streptomycinu o znamé
hodnoté zkracenym postupem jsme zjistili, Ze primérné chyba stanoveni pii
diivéjsim postupu na Petriho miskéch i pfi novém postupu na velkych kovo-
vych plotnéch ¢&ini zhruba 10 9%. K tomu nutno vsak uvazit, ze k stanoveni
jednoho vzorku na Petriho miskdch pfi normélnim postupu bylo zapotiebi
veéetné standardu celkem 32 hodnot (t. j. eylindiiki), pfi postupu zkraceném
8 hodnot. Pii testovani na velkych plotnich uvedenym postupem jest viak
zapotiebi k stanoveni 1 vzorku pfi normalnim postupu 22 hodnot, pfi postupu
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zkraceném 6 hodnot. Pfi titraci na velkych plotnach jest tedy dosaZzeno stejné
presnosti vysledku pii celkové asi o 25 9, niz&im poétu potiebnych hodnot.
Toto snizeni jest umoznéno podstatné mensi nestejnosti sobé odpovidajicich
inhibiénich zon.

Pii zavadeéni titradéni techniky na velké plotny jsme z podatku méli potize
s ,kontaminaci‘‘ pripravenych ploten antibiotiky rozprasenymi ve vzduchu.
Mame za to, ze tato obtiz je vSak specifickd pro nase pracoviité. Odstranili
jsme ji zvySenou peélivosti pti piipravé a manipulaci s pFipravenymi plotnami.
Jak jest uvedeno v popisu metody, jest nutno cylindiiky jedné plotny plniti
v co nejkrat$im dasovém intervalu. Nedodrzeni tohoto pozadavku jest jednou
7 hlavnich pridin, které vedou k nepresnym vysledktm.

Kromé pravidelného zkouseni kazdé Sarze sporové suspense se osvéddilo
disledné prezkouseni kazdé varky titraénich pud. Timto zpiisobem lze zajistiti
pravidelny a dokonaly narust a ostrost zon, takze provadéni analys neprichazi
nazmar pripadné nevyhovujici kvalitou pouzivanych pid nebo surovin,
zejména masové vody.

Nahrazeni Petriho misek uvedenym zptisobem p¥inasi znaéné jak finanéni,
tak dasové uspory. Odpadd myti Petriho misek a jejich piiprava. Znadénou
polozku rozpoétu ¢&inilo nahrazovéni ztrat, vznikajicich jejich rozbitim.
Kovové plotny jsou prakticky nerozbitelné. Kone&né i provadéni titrace samé
vyzaduje kratsi doby vzhledem k mensimu podétu zpracovivanych hodnot.

V titraéni laboratoii mikrobiologického oddéleni VUA, kde providime
denné thrnem asi 200—300 stanoveni riznych antibiotik, jsme po pievedeni
veskeré prace na kovové plotny uspofili denné asi 12 hod. pracovniho dasu
(myti a priprava ploten). Kromé toho v$ak bylo mozno zvysit pocet analys,
provaden) ch kazdou z pracovnic, v priméru (podle druhu stanovem) 0 25 az

30 %.

Pro lepsi vyjadieni celkovych tspor podotykame, ze uvedeny postup
mikrobiologické titrace antibiotik na velkych kovovych plotnéeh byl pied-
meétem zlepsmamho namétu, jehoz vyuziti éinilo jen na nafem pracovisti
celkovou roéni Gsporu ve vysi cca 80 000 Kés.

Souhrn

Mikrobiologicka titrace antibiotik difusni plotnovou metodou jest zpra-
vidla provadéna na Petriho miskéch. PFi vétdim poétu provadénych analys
jest pak nutno pracovati s rozsahlym podétem misek, které nutno jednotlive
myti a pripravovati pro titrace.

Modifikovali jsme proto difusni plotnovou metodu pro stanoveni strepto-
mycinu tak, Ze misto Petriho misek pouzivame &tverhrannych hlinikovych,
celokovovych taca o rozmdérech 350 x 350 mm. Tim odpadaji prace spojené
s mytim a pripravou jednotlivych Petriho misek a odpadé finanéni niklad na
nahrazovani ztrat, vznikajicich jejich rozbijenim. Protoze velikosti sobé
odpovidajich zon na velkych plotnach jsou daleko stejnomérnéjsi, bylo mozno
omeziti celkovy poéet hodnot nutnych . pro stanoveni jednoho vzorku, takze
provadéni vlastniho stanoveni jest asi o jednu ¢tvrtinu kratsi. Primérna chyba
pii tomto postupu stanoveni je totozna s primérnou chybou pii stanoveni
na Petriho miskach a &ni asi 10 %,.
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N.I'ecec:

QupejieneHne AKTHBHOCTH CTPENTOMUIIMIA U JIUTHPOCTPOIITOMHIMHA METOOM
JMQY3UH HA METALIHYECKHX Yallkax

MuxpoOnosorngeckast THTPAILA anTHONOTUROB MeTojgoM AMPPysun rpo-
BOJUTCA HOPMAJIbHO Ha vamkax Ilerpu. Ipu GouabieM Ko/riecTse apajmson
npuxozures padorarh ¢ GOJNLHINM KOJMYECTBOM YallleK, KOTOphie Tpedylor
WHANBUAYAJIBHOTO MBIThs I IIOATOTOBRU K TUTPAINIL,

IMosromy Opria uposejena mopuduranua anddysuonnoro Meroja oupe-
JEJeHNS CTPEIITOMIIINHA TaK, 4To Yalnky llerpy Gbm 3aMeHEHBl YeThIpex-
yrodpusiMn ajmiomunessiMn muckamn 350 X 350 mm. Takum obpasom, or-
najaer pabora, coefHeHHAs ¢ MBITLEM M ITOATOTOBKOIl OTJIGIBHBIX YallleK
Ilerpn, a Tak:ke orTmajfaer jeHesHBl pacXoj, CBABAHHEIL ¢ OUTHheM CTEeKJIA.
Tar ®ar pasmMepsl COOTBETCTBYIONX B0H Ha 0oabHIMX yammkax Oojee cra-
JIAPTHBL, CTAJIO BOBMOJKHEIM OTPAHNYCHIIC OTACIBHBIX OIpejeseHnii, HeoOxo-
JUIMBIX VI anansa ojnoro ofpasna, Tak UTO IpoBejileHNe coOCTBEHHOTO
anain3a coKpaTuaoch IMPNOJMBUTEIHO HA OfHY 4YeTBepTh. Cpennaa ommuOKa
P JIAHHOM METOJIe OIPEfIeJICHIIs ocTaeTcsd TaKoif-rke, KaK M Hpu MeToje,
ncnoassylomem yamky Herpi, r. e. npubausuresnnio 10 9.

O6mast roguuHasi SKOHOMUSA, BOZHIKaIas Npu samene uamex Ilerpn
MeTAJINYECKUMIT YQIIKAMII JUIFA BeeX BHJIOB OIpefeJeHus OT/IeIbHBIX AHTU-
OIOTHKOB, COCTABISAET B HALIEM OTJEJEHNI CYMMY, PaBHYIO NIPIOIUBNTETHHO
80 000 xKp. HOBOII MCHEL.

J. Hess:

Die Bestimmung der Wirksamkeit von Streptomyein und Dihydrostreptomyein
nach der Diffusionsmethode in Metalltassen

Die mikrobiologische Titration antibiotischer Stoffe nach der Diffusions-
methode wird iiblicherweise in normalen Petri-Schalen durchgefiihrt. Ist die
Anzahl der regelmassig auszufithrenden Bestimmungen gross, muss mit einer
bedeutenden Menge Petri-Schalen gearbeitet werden, die einzeln gewaschen,
sterilisiert und fiir die Titration vorbereitet werden miissen. Wir haben daher
die Diffusionsmethode zur Bestimmung von Streptomycin dahingehend ab-
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geandert, dass wir statt Petri-Schalen Ganzmetalltassen aus Aluminium in der
Grosse 350 X 350 mm verwenden. Dadurch werden erhebliche finanzielle
Ersparnisse erzielt, da der Arbeitsaufwand mit dem Waschen und der Vorbe-
reitung der einzelnen Petri-Schalen sowie die hohen Ersatzkosten der beim
Waschen zerbrochenen Schalen wegfallen.

Da die Streuurg der Durchmesser einander entsprechender Inhibitions-
zonen bei Verwendurg der grossen Platten wesentlich geringer ist, kann die
Zylinderanzahl, die zu einer Bestimmung notwendig ist, herabgesetzt werden.
Dadurch wird der Zeitaufwand fiir eine Bestimmung um ungefahr ein Viertel
geringer.

Der ‘durchschnittliche Fehler ist bei dieser Arbeitsweise annihernd gleich
gross wie bei der Titration in Petri-Schalen und betragt etwa 10 %,.

In unseren Laboratorien wurden die beschriebenen grossen Metalltassen
statt der bisher verwendeten Petri-Schalen zur Bestimmung samtlicher Anti-
biotika, mit denen bei uns gearbeitet wird, eingefihrt und dadurch Erspar-
nisse erzielt, die sich jahrlich auf etwa 80 000 K&s neuer Wiahrung belaufen.
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