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METHODIKA VĚDECKÉ PRÁCE 

Františka Pa 1 e č k o v á a Jan Ne č á se k : 

Přelévací methoda pro selekci produkčních kmenů 
Streptomyces griseus 

Výzkumný ústav antibiotik, Roztoky u P rahy 

Pronikavá variabilita aktinomycet je skutečností , se kterou nutno 
neustále počítat zejména tehdy, sledujeme-li jejich antibiotické vlastnosti. 
Tato proměnlivost zpravidla podmiňuje nejen heterogenitu normálních labora­
torních kultur, ale i heterogenitu pečlivě udržovaných kmenů. produkčních. 
V těchto případech se projevuje v prvé řadě přítomností většího nebo menšího 
podílu méně produktivních nebo neproduktivních variant v aktivním kmeni , 
jehož schopnost produkovati příslušné antibiotikum je tím více nebo méně 
snižována. 

Potížím, které jsou spojeny se stoupáním heterogenity kultur a z ní vyplý­
vající sníženou produktivitou, je možno se brániti několika způsoby. V prvé 
řadě se vyhýbáme sporovému přeočkování kultur, protože pi'i takovémto 
pasážování jsou dány možnosti ke vzniku a přerůstání méně produktivních 
nebo neproduktivních složek kultury (Kr a s i 1 ni k o v J 9,>0) . Kultury 
je nutno pěstovati za takových podmínek , které nedovolí vzniknout a nahro­
madit se nežádoucím variantám, to jest na vhodných půdách a v patřičných 
ostatních podmínkách vněj šího prostředí. Důležitým faktorem jest dostatečná 
mohutnost sporového inokula (Fo st e r 1949). S nežádoucí produkční hetero­
genitou se však shledáváme v častých případech i tehdy, kdy pracovní postup 
je tak dokonalý, jak jen za dané situace možno. V těchto případech je pak 
nejschůdnějším postupem selekce kmene , jejímž cílem jest nalézti isolát , který 
vykazuje produkčně nejvýhodnější vlastnosti. Selekčního postupu používáme 
přirozeně i t ehdy, chceme-li se pokusit o zvýšení produktivity u kmenů , 
u nichž její pokles podmíněný heterogenitou dosud nenastal. Kr a s i 1 ni k o,. 
( 1950) doporučuje provádění několikrát po sobě opakovaného výběru. V tako­
vém případě se pak jedná o zhodnocení tvorby antibiotika u početného souboru 
isolátů, což je při obvyklém pracovním postupu (submersní fermentací a titrací 
antibiotika ve fermentační kapalině) úkolem nákladným jak s hlediska časo­
vého, tak finančního. Proto k tomu účelu navrhuje zavedení předběžného 
výběru přelévací methodou. 

Provádění předběžných produkčních testů u isolátů , pěstovaných na 
tuhých půdách , bylo v některých případech použito při vyhledávání výše 
produktivních kultur Penicillií (R a p e r , A 1 e x a n d e r a C o g h i 11 1944, 
Kei Arima 1950,Wakaki sesp.1949.U c hid a 19;'50).Postuptohoto 
„screening t estu" jest založen na vykrojení několika válečků agarové půdy 
v radiálním směru od vykultivované kolonie a na jejich pfonesení na plotnu 
naočkovanou testujícím mikrobem. Ukazatelem produktivity kolonií jsou pak 
velikosti inhibičních zon. Pokud lze z literárních pramenů soudit , je účinnost 
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této methody - m řeno vztahem mezi hodnotou testu a produkcí penicilinu 
při submersní fermentaci - značně nízká. 

Principem povrchové přelévací methody jest přcvr tvení isolovan ých 
kolonií aktinomycet na agarové plotně suspensí testujícího mikroba v agarové 
živné pt'ldě . Obdobné mcthody jsou založeny na rozprášení testující kultury 
na povrch plotny 8 koloniemi antibioticky aktivní kultury (St a n 1 y 194 7, 
\\f i 1 s k a 194 7, T o r a o O h t s u k i a M o r i e k o I m a i l 9ril). Při 
těchto postupech jest však vyloučeno používati k testování kultur, které 
obvykle slouží ke kvantitativnímu biologickému stanovení antibiotik , protože 
jsou příliš citlivé. Význam těchto method pro vyhledávání antibioticky aktiv­
ních kultur v přirozeném materiále (na 1i ř . hlín ě ) p:řfrozen ě touto nevýhodou 
zmenšen není. Pro výbfr produkčně vynikajících i solátů z produktivních 
1 menů je tedy nutno buď se uchýliti k používání kultury na příslu šné anti­
biotikum méně citlivé , anebo použít způ obu Kelner o v a (1948) , který 
.i založen na položení absorpční vrstvy mezi agarovou plotnu s koloni mi 
a povrchovou p1°1du se suspensí te i;; tujícího mikroba. 

f 

i ' 

Obr. I . Plotna se 4 l·olon icmi po přelití absorpč·ní vrstvou a s uspens í tcst njíeího Ol"g1Lnismu 
po inku biw i. (Foto F .. . Lokvenc). 
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Účinnost této methody je podmiňována dvěma faktory: a) dosažením 
úzkého vztahu mezi hodnotou rychlého testu na tuhé kultivační púdě a výší 
produkce antibiotika při submersním fermentačním postupu , a b) takovou 
úpravou pracovního postupu, který dovoluje bez závad zpracovati v co nej ­
kratším čase dostatečně rozsáhlý soubor isolátů. Aby byl splněn prvý požada­
vek, je nutno vybrati zejména pečlivě vhodnou tuhou kultivační půdu a upra­
viti patřičně i ostatní podmínky vnějšího prostředí . 

V naší práci jsme se pokusili dosáhnout této paralelity , resp. vyhodnotiti 
sílu uvedeného vztahu. Při pracovním postupu jsme spojili konkretní údaje 
Kra s ilnikovovy (1950) s výhodami postupu Kelnerova (1948).* 

Pracovní postup 

K základním selekčním pokusům byl určen streptomycin produkující 
kmen Streptomyces griseus R. Jako sporulační půdy bylo k jeho kultivaci 
používáno glukoso-bramborového agaru, připravovaného podle běžného 
předpisu. Vhodně naředěná suspense spor byla očkována po 0,5 ml na Petriho 
misky průměru 10 cm, obsahující cca 20 ml púdy složení 

II\l'1SOvá voda 

pepton Spof a 
NaCl 

agar 

pH před sterili sací 

sterilisace 40 min . při 

JOOO ml 

10 g 

0,5 g 
30 g 

7,2 

1,3 atp . 

Přirozeně nutno pečovati o to, aby vrstva této půdy v jednotlivých 
miskách byla pokud možno stejná a aby suspense spor byla rozptýlena stejno­
měrně po celém povrchu živné púdy. Suspense spor je před ředěním pfofiltro­
vána pipetou s vatovým uzávěrem a je tvofona z převážné většiny jednotli­
vými sporami, v ojedinělých případech páry spor anebo několikačlennými 
řetízky. 

Protože pro hodnocení produkce antibiotika jest důležité, aby jednotlivé 
kolonie rostly na plotně v dostatečných rozestupech, byl postup upraven tak, 
že pro výsev byla volena taková suspense, aby kolonie rostly asi v centi­
metrových nebo půlcentimetrových rozestupech. Po dvoudenní inkubaci 
pÍ'Í 28 °C byly kolonie odstraněny pomocí vhodně upravené lancety a přesazeny 
na nové plotny zpravidla po čtyřech v pravidelných vzdálenostech. Přitom 
nutno dbáti toho, aby byly přenášeny kolonie bez částí agarové půdy, protože 
by tím byl podmíněn nerovnoměrný a nepravidelný rfo:1t i nPpravidelná pro­
dukce a difuse antibiotika do půdy. Přesazování kolonií je zde usnadněno tím, 
že na uvedené masopeptonové půdě nedochází ke sporulaci a že kolonie mají 
kožovitou nebo gumovitou konsistenci. J ejich snímání s povrchu agarové 
půdy lze tedy provádět snadno a i po krátké době nácviku bez částic agarového 
:-mbstrátu. 

*) Publikaee R. C. Pit ten g e r a a sp. (J. Bact. 65 : 56- 64, Hl53) byla uveřejněna 
po ct.okončeni naš í práce. T ento autor používá pfolévricí t eehniky pro hodnocení isolátů získaných 
po ozai"ování UV.světlem. Paralelita přelévaeího testu se submersní fermentací neni uvedena. 
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Po další zpravidla sedmidenní inkubaci při 28 °C přeléváme plotny 
s V:Yr~stlými přesazenými koloniemí lf> ml absorpčního agaru, který má 
slozem 

a gal' 
akt ivni uhlí 
d estilovaná Yoda 

ao g 
7g 
l litr. 

Absorpční agar přitom musí býti pokud možno co nejméně teplý a p.ř'i pipeto­
vání na jednotlivé misky jím neustále míchám e, aby nedošlo k nerovnoměr­
nému rozložení adsorbující látky. Procento aktivního uhlí jest závislé v zásadě 
jednak na jeho adRorpční schopnosti, jednak na produktivitě jednotlivých 
i solátů. (~ím menší jes t jeho adsorpční schopnost (která se podstatně hší 
u různých vzorkú) a čím více streptomycinu jednotlivé kolonie produkují, 
tím větší jsou inhibiční zony. Proto nutno procento aktivního uhlí upraviti 
tak , aby inhibiční zony by ly asi dvou- až čtyřcentimetrové. Jsou-li později 
yzniklé zony příli š malé, jest znesnadněno jejich spolehlivé odečtení stejně jako 
t ehdy, jsou-li příliš veliké a na plotně se překrývají. 

Po utuhnutí absorpční vrstvy přeléváme plotny 4 ml příslušně zředěné 
tmspe~se spor kmene Bacill1t8 subtilis F D A 6633 ve 45 °C teplé živné pť1dě 
8lozem 

m asová \·oda 
p epton Rpofa 
kvasni č ní extrakt 
agar 
d estilovaná voda do 
pH p o sterili saci 

lGO ml 
6 g 
ag 

10 g 
I litru 
7,9 . 

Tuto t estovací půdu rovnoměrně rozptýlíme po povrchu absorpční vrstvy. 
Po jejím utuhnutí uložíme Petriho misky na cca 16 hodin do teploty 28 °U 
a pak hodnotíme velikosti vzniklých inhibičních zon. Vybrané isoláty přeočku­
jeme k dalšímu ověfoní produktivity. 

Nad příslušnými koloniemi odstraníme skalpelem vrchní agarové vrstvy 
tak, aby kolonie byly dokonale odkryty. Pro snadné odstranění těchto agaro­
vých vrstev nutno dbáti na stejnou tuhost absorpční vrstvy a masopeptonové 
kultivační půdy. Nesplníme-li tento požadavek , činí odkrývání kolonií potíže. 
Obnažené kolonie sejmeme očkovací kličkou a masivně rozetřeme na další 
živnou půdu na Petriho misce . Z půd, zásadně vhodných pro tuto kultivaci , 
se nejlépe osvědčil glukoso-bramborový agar s přídavkem 100 gamma strepto­
mycinbase na 1 ml. Přídavek streptomycinu má dvojí účel: V prvé řadě 
potlačí kontaminaci testujícím mikrobem , ke které může dojít i při nejpečli ­
vější práci , v druhé fadě brání vzniku neprodukčních variant. Jak jest obecně 
známo (W a k s man l 9f>O , K r a s i 1 ni k o v 1950) , jsou tyto streptomycin 
neprodukující varianty citlivé na toto antibiotikum , které potlačuje jejich 
růst. Proto bývá i doporučováno pro zvýšení produktivity přepěstování 
produk čních kmenů na tekutých nebo tuhých půdách , obsahujících strepto­
mycin (C h r i 8 ten s on 1947„ Kr a 8 i 1 ni k o v 1950, M c Dan i e I H)!) l , 
T a k a h a s hi l 9S2L i když jest v některých pracích o této možnosti pochy­
bováno (Reilly J947 , Wak t; man sesp. 1948). 

Po zpravidla desetidenní inkubaci přeočkujeme dokonale vysporulované 
isoláty na glukoso- bramborový šikmý agar do zkumavek a pokračujeme 
v jejich vyhodnocení obvyklým zpťumbem submersní fermentací. 
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Zhodnocení methody 

Produkce vybraných isolátů za submersních fermentačních podmínek 
byla zjišťována za použití fermentační půdy obsahující glukosu , corn-steep, 
sojovou mouku, chlorid sodný a uhličitan vápenatý (F ortun e se sp. 1950). 
Varné baňky o obsahu 500 ml byly plněny po osmdesáti ml této půdy, steriliso­
vány a naočkovány dvěma ml standardně připravované sporové suspense 
jednotlivých isolátů. Kultivace byla prováděna při 28 °C na reciproké třepačce 
o cca 96 kyvech za minutu při délce kyvu 7 ,G cm. Produkce streptomycinu 
byla sledována modifikovanou plotnovou difusní methodou (Lo o se sp. 1945).* 

Jako příklad jsou uvedeny výsledky opakovaného produkčního hodnocení 
dvou serií isolátů. Obě serie byly vybrány vždy z přibližně jednoho sta kolonií. 
Každý z isolátů byl naočkován současně do tří baněk. Uvedené výsledky jsou 
průměry dosažených maximálních produkcí. 

'Tabulka 7 

I solát 

=~ 

4 

(i 

7 

'11 ab11l/cn 2 

I so lnt 

!l 

lO 

ll 

Velikost 
,.;ony v C'm 

r, 

4 

4 

4 

4 

3 

2 

2 

Vel i kost 
zony v <·n1 

fj 

r, 

4-Jí 

4 

4 

3 

I . hodnoC'ení 
prod11kC'e v j. /ml 

287 

i:-rn 
11 !l 

130 

152 

140 

1 ::l l 

l 18 

1 . hodnocení 
produkce v j. /ml 

234 

2fl6 

11 !) 

159 

107 

122 

2. hodnocení 
produkce v j. /ml 

144 

71 

104 

2. hodnocení 
produkee v j ./ml 

l 7fl 

180 

133 

120 

!li 

137 

Jak jest zřejmé z výsledků uvedených v tabulce 1 a tabulce 2, není těsného 
vztahu mezi hodnotou přelévacího testu na tuhé půdě a produkcí streptomycinu 
za submenmích kultivačních podmínek. V obou seriích isolátů lze však pozo-

*) Stanovení provedl J. H e s A s pracovnicemi titrační laboratoře mikrobiologi ck ého 
oddělení V(TA. 
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rovat, že isoláty dávající mimořádně velkou inhibiční zonu při přelévacím testu 
dávají nejvyšší produkci při submersní fermentaci. Tyto isoláty číslo 1, 9 a 10 
produkují přitom o 50- 100 % více než isoláty se zonami průměrné velikosti 
(asi 4 cm). Z toho lze vyvodit, že u kmene R možno selekční cestou produkci 
úspěšně zvýšit vzhledem k jeho zjevné produkční heterogenitě. 

S jinou situací jsme se shledali u podstatně výše produkujícího kmene 
Streptomyces griseus 9. Zde při otestování asi 400 kolonií jsme zjistili variabilitu 
v rozpětí 9- 35 mm, při čemž nebyly nalezeny kolonie se zonami mimořádně 
velikými, jako tomu bylo u kmene R. Z uvedeného materiálu jsme vybrali 
3 skupiny kolonií se zonami malými (9- 17 mm), středními (20- 24 Inm) 
a velkými (2G- 35 mm). Produkční hodnocení provedené analogickým způso­
bem přineslo v procentech kontroly tyto výsledky (tab. 3): 

Tabulka ' 3. 

I 

I 
I I 

Isolát 

I 

Velikost 1. hodnocení 

I 

2. hodnocení 

I 

Průměrná Prúměr 
z.ony v mm produkce v % produkce v% produkce skupiny 

I 

1 9 68 14 41,0 

2 JO lOL 98 9!\5 

3 11 87 88 87,5 

4 

! 

14 93 82 87,5 

5 17 96 84 90,0 

6 
I 

17 
I 

98 89 flil,5 83,1 

7 I 20 9!) !)6 97 ,5 

8 20 104 99 101,5 

9 22 105 97 101,0 

10 22 100 98 99,0 

l l 23 79 90 84,5 

12 24 106 100 103,0 97,4 
I I 

13 25 101 97 

I 

99,0 

14 26 108 103 105,5 

15 26 llO 100 105,0 

16 27 98 104 101,0 

17 3 1 106 815 95, 15 

18 35 103 94 98,5 100,0 
I I I I 

Podobně jako u kmene R nebyla ani u kmene 9 pozorována těsnější sou­
vislost mezi velikostí zony při přelévacím testu a produkcí při submersní 
fermentaci. Přitom však v jednotlivých skupinách (isoláty 1-6, 7- 12 
a 13- 18) jest z celkového průměru skupin patrné postupné stoupání produkce 
v souhlase s velikostí zon. U skupiny s největšími průměry zon je však produkce 
totožná s kontrolou neselektovaného kmene a u skupiny se středními průměry 
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zon je produkce nepatrně nižší. Vyplývá proto z toho, že v neselektovaném 
kmeni se jeho méně produktivní složky, representované v našem případě 
isoláty 1- 6, na snížení produkce neuplatňují. Na druhé straně nutno však 
současně počítati s tím, že u tohoto kmene jest dosažení vyšší produkce 
selekčním postupem nesnadným úkolem, jak vyplývá z jeho relativně malé 
produkční heterogenity. 

Souhrn 

Selekce i so látů z antibioticky aktivních kmenů je jednou z cest, která pH správném postupu 
může vésti k úspěšnému zvýšení produkce antibiotika. Pi"itom však tento postup vyžaduje 
zprftvidla rozsáhlého zhodnocení souboru isolátů, takže se stává úkolem nákladným jak s hledi skft 
časového , tak materiálového . Prnto je výho1lné zavedení Oťi entačního rychlého testu, který 
dovoluje zredukovat obsáhlý soubor kultur rm relativně málo kmenů, se kterými pak lze provt;sti 
podrobné vyšetření cestou submersní fermentace, Pi'irozeným předpokladem pro použití tnkovÁto 
methody je její spolehlivost. Výsledky pfodbčžného testu musí býti alespoú phbližnó paralelní 
s výší prndnkce antibiotika při fermentaci na tekutó živné půdě. PHkladem rychlého produkčního 
testu, použitelného pro selekci aktinomycet, jest pfolévací m ethoda Krasilnikovova nebo 
Kelnerova. 

Tuto m ethoclu jsme použili pro 2 streptomycin produkující kmen y Streptomyces griseus. 
Cílem bylo ověfoní míry souběžnosti předběžného testu s produkci antibiotika za obvyklých 
podmínek submersní fermentace. Pracovní postup byl upraven tak, že z ploten, naočkovaných 
s uspensi spor a inkubovaných 48 hodin , byly kolonie přesazeny pomocí lancety n a masopeptonový 
agal' na Petriho misky, po další týdenní inkubaci přelity absorpční agarovou vrstvou, obsahující 
aktivní uhlí, a po utuhnutí této vrstvy přelity s uspensí spor testujícího mikroba. Po zhodnocení 
velikosti inhibičn.ích zon byly vybrané kolonie přeočkovány na glukoso-bramborový agar obsahu­
jící 100 jednotek streptomycinbase na 1 ml a po dokonalém vysporulování přeočkovány na nor­
mální šikmý glukoso-bramborový agar. 

Při hodnoceni produkce jednotlivých isolátů s ohledem na velikost inhibičních zon bylo 
zjištěno, že mezi hodnotou testu a submersní produkcí antibiotika není těsné závislosti. Isoláty 
s mimořádně velikými zonami při přelévacím testu však dávají podstatně vyšší produkce i při 
submersní fermentaci. Na druhé straně však platí, že soubor kolonií s průměrně m enšími zonami 
dává při submersní fermentaci průměrně nižší produkci, než soubor kolonií sezonami průměrně 
většími. Možno proto míti za to, že přelévací methoda jest pH selekci vhodným postupem, který 
umožňuje provedení výběru z rozsáhlého souboru isolátů. 
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3aJJllBHOií: MCTO}l; ceJieKI~HII npo;:i;y1.J,11pyro~11x IUTaMMOB Streptomyces 
griseus 

011,HMM J13 nyTe:ti:, npM TIOMOILI;M ROTOporo, npM npaBMJibHOM pa6oTe MOIBHO 

;\OCTJ1qb ycneumoro 110Bhllll8HJ1H npoµ,yRU,lHI auTJ16JIOTMRa, HBJlH8TCH ceJieK­

Ir,11.R lISOJIHTOH mTaMMOB, 06Jiap;a1ow;Hx aHTM6110T11:qecRoi1: aKTMBHOC'rhJO. Ho 

3TOT IIJTb' KaK npaBJIJIO' Tpe6yeT JJ,aHHhIX O'I' 6oJibllIOf0 ROJil1Y8CTBa JI80JUITOB' 

n, TaRHM o6pa30M, CTaHOBMTCJI )J.OBOJlbHO H83ROHOMHblM no l:WJ[M:l.J8CTBY sa­

Tpa11em-rnro BpeMeHM u MaTepwaJia. IToaToMy, npep,cTaBJIHeT 11wrepec BBep;eHHe 

oplieHTHpOBOl.JHOM CROpo.ti npo6hI , ROTOparr )1,aeT Ba3MO/f\HOCTb CORpaTHTh 

ROJI11qecTBO JI30JIHponaHHhrx RYJihTYP ;::i:o OTHOCJITeJihHO MaJioil: nem.P-1,iu-1hr 

JI TOJibRO c BTHMJI nponeCTH rronpo6noe lICCJieJJ,oBaHHe nyTeM cy6MepBHOM 

cflepMeHTa1,JI11. EcTeCTBeHHbIM Tpe6ona1-rneM nprr rrpMMeneHHM TaKoro po; (a 

MeTona HBJ1HeTcH ero 1-ra.uemHOCTh. PesyJihTaThI op1rn1-1T11poB011J-Toi1: npo6hr 

11,0JI/f\Hhl 6bITh XOTH-6bI npHOJ1H3lIT8.JibHO napaJIJf8J[bHhIMH c BhICOTO}I npo­

J\YRU,lIII aHTJI6110THKa rrpH cflepMeHTaIJ,HH Ha í-RHJl.KOň noqBe. ITpiIMepoM cKopo11: 

rrpo6hl orrpe)leJieHHH npOJ1YRI\HJ1' npHM8HMMOÍi npH C8JleRll,J1M aKTIIHOMlIU,8'fOB' 

HBJI.HeTcH saJIHBnoti MeTO.L\ H.pacH.HbHHROBa 11Jm Remrnpa . 

UTOT MeTOA 6bIJI npttMeHeH Ha J-lBYX lllTaMMax Streptomyces griseus, 
npo,IJ,yu,11py10w;ttx CTpeIITOMHIJ;HH. IJ;eJihIO OIIhITa 6bIJIO cpaBHemrn CTeIIeHJI 

uapa.rrJieJibHOC'I'lI OpHeI-ITlI]JOBOlfl-IOii npo6hI c rrpo,IJ,yKu,11eií aHTH6HOT11Ra nplI 

1-rnpMaJihHhIX ycJCOBIIHX cy6MepsHoťr cflepMeHTau;11w. MeTOAHKa pa6oTbI sa­

KmoqaJiaCh B CJI8AYIOIIJ,CM: c 11aweK, ROTOphre 6bI.IT11 aace.HHhl B3B8ChJO c1 1op 

n M1-rny6wp0Ba.rrttch 48 l.faCOB, Ohma KOJIOttm1 nepeHecetthI np11 nOMOIIJ,M: JiaHu,eTa 

1-rn M.HconenTOHHhlií arap B qalll1rnx ITeTplI, no HCTeqe1-JIIJI p,a.JihHefilllefr He­

AeJihHOH JI1rny6au;1111 saJIHTbI a 11,cop611u,woHHhIM c.rroeM arapa c aKTHBHhIM 

yrJieM, JI, IIOCJie 'fOrO' J{aR BTOT C.JIOÚ sacThlJI, 3aJH1Thl B3B8CTbJO cnop T8C'l'­

opraHH3Ma. B santtCHMOCTH OT BeJIHl.IHHhI o6pasoBaBlllttxc.H JIHr116JIU,HOHHhIX 

30H 6bIJUI OT06paHI-Ibie ROJIOIIHH uepeHec eHbl Ha I'JIIOR03HO-Kap'rOcpeJihl-IbIÍÍ 

arap, cop;epmaw;Hi1 100 r. cTperrTOM1111,1111a B qiopMe ocH0BaH11H B 1 MJI JI nocJie 

OR0Hl.Ia'['8JlhHOH cnopyJIHU,HH upOH3B8)J,eH nepeceB Ha HOpMa.JibHhIM ROCOU 

l'JIIOR03HO-l-WpTO(l)eJrbHblt'L a rap. 
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IlpM ou;emrn npo;a,ymJ,HM OT,JJ,eJJhHhlX M30.1UITOB no BeJIWIMHe 11HrM6Mu;MOH­

HhlX 30H 6hlJIO ycTaHOOJieHo, "llTO H e'l' 6.JIM3ROň 3aBMCHMOCTlI MemJJ.y 3HRl{eHl1eM 

npo6hI JI cy6Mep3HOň npo;a.yRUMeň aHTJI6MOTMHa. 0,JJ,tiaHO, .11.30JIHThl, 06paay10-

I.UMe oco6o 6oJihIIIMe 30Hhl yrHeTeHMH nptt aamrnHoii npo6e npo,nyu;npy101' 

TaRme sttatmTeJihHO 6oJihllie aHT116110TMRa 11 npM cyfarnpa11oii q)epMeHTa1vn1. 

H'.pOMe Toro, cyMMa J{OJIOHMM, B cpe;a,HeM o6pa3,VJOIIU1X MeHbWMe 30Hhl, ;naeT 

npu cy6Mep3Hotí: q)epMeH'rau;1n1 B cpeHHeM 6oJiee HM31-ty10 npo)lyHu;Mro, 1-feM 

cyMMa ROJIOHMtí, o6pa3y10u~11x B cpe.n.HeM 6óJihWMe 30HhI. H cxonH M3 ::noro 

MO/HHO C'-IMTaTh 3aJIMBHOM Me'l'OP, BhlrO):l,HbIM npn CeJICKJJ)UI' T. }{. OH naeT 

B03MOIBHOCTh OT6opa 113 60JibJJ10rO ROJIH1IeCTBa H30JIMfJOBaHHhIX WTaMMOB . 

F. Pa I e č k o v á und J. Ne čásek : 

Eine Vbergussmethode zur Selektion von antibiotiseh aktivm Streptomyces 

griseus-Stammen 

Die Selektion von I solaten, die aus antibiotisch aktiven Stammen gewon­
nen wurden , ist einer der moglichen Wege, welcher bei richtiger Arbeitsweise 
zu einer Steigerung der Produktion des antibiotischen Stoffes fiihren kann. 
Allerdings erfordert die Methode die Wertung einer bedeutenden Zahl isolierter 
Einzelkulturen, was einen erheblichen Aufwand sowohl an Zeit , als auch 
an Material verursacht. Es ist daher wiinschenswert , mit Hilfe eines orientieren ­
den Schnelltestes eine Vorwahl durchfiihren zu konneu und so die Gesamtheit 
der Isolate auf eine relativ geringe Zahl Kulturen zu reduzieren. Erst diese 
werden dann einer eingehenden Wertung ihrer Produktionsfahigkeit bei sub­
merser Kultivierung unterworfen. Naturlich muss ein sokher Schnelltest 
geniigend verlasslich sein und zumindest in groben Ziigen eine annahernde 
Parallelitat seiner Ergebnisse mit der Produktion in submerser Kultur ver­
hiirgen. Als Beispiel solcher Schnellteste, die bei der Selek ti on von Aktino­
myceten Verwendung finden konnen , seien die Ůbergussmethoden Kras1lnikovs 
und Kelners angefohrt. 

Wir haben eine Methode dieser Art bei der Selektion von zwei Stammen 
Streptornyces griseits, die beide Streptomycin produzieren , angewandt. Dabei 
war vor allem beabsichtigt, zu iiberpriifen , in welchem Ausmasse die Ergebnisse 
des Schnelltestes mit der in der iiblichen submersen Kultur gefundenen Pro­
duktionsfahigkeit iibereinstimmen. Die Arbeitsweisc war folgende: Petri­
Schalen wurden mit einer passend verdiinnten Sporens uspension beimpft 
und 48 Stunden be brutet. Einzelne ausgewahlte Kolonien wurden dann mit 
einer Lanzette steril auf neue Petri-Schalen iibertragen , die mít Fleischwasser­
Pepton-Agar beschickt waren. Nach neuerlicher einwochiger Bebriitung wurden 
die Platten mit verfliissigter Agarlosung rnit einem Znsatz von aktiver Kohle 
iibergossen. Nach dem Erstarren dieser Schichte wurde eine weitere Agar­
schichte aufgegossen, in der Sporen des Testorganismus suspendiert worden sind, 
und die Platten neuerlich 24 Stunden bebriitet. Ůber die Actinornyces-Kolonien 
entstehen kreisrunde Inhibitionszonen , deren Durchmesser in iibli cher Weise 
abgelesen werden konnen und als Kennzahl der antibioti schen Produktions­
leistung dienen. Die Zwischenschichte mit Aktivkohle hat hiebei nur den 
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Zweck , einen Teil des antibiotischen St offes zu absorbieren und so die Grosso 
der Inhibitionzonen in giinstigen Grenzen zu halten. Die zur weiteren Be­
arbeitung ausgewahlten Kolonien werden dann a.uf Glukose-Kartoffelagar, 
dem 100 int. E . Streptomycin je 1 ml zugesetzt wurden, iiberimpft. Die 
Kulturen werden bis zur optimalen Sporenbildung betriitet und dann auf 
gewohnlichen Glukose-K artoffelschragagar abgeimpft. Das so gewonnene 
Material wird zur Anlage von suhmersen Schiittelkulturcn beniitzt und deren 
Produktionsleistung in iiblicher Weise bestimmt. 

Beim Vergleichen der Grosse der Inhibitionszonen der einzelnen I solate 
heim Ůberguss test und ihrer Produktion in der Schiittelkultur wurde gefunden , 
dass eino strenge Boziehung heider Ergebnisse nicht festzustellen ist. J edoch 
zeigten I solat e mit extrem grossen Inhibitionszonen auch eine wesentlich 
hohere Produkt.ion in submerscr Kultur. Ausserdem st ellte sich heraus, dass 
nach Vornahme einer Gruppierung der I solate Gruppen , die im Durchschnitt 
kleinere Inhibitionszonen zeigt en , a uch bei submerser Kultur einen niedrigeren 
Produkt ionsdurchschnitt ergaben , a ls Gruppen , deren mittlere Zonengrosse 
hoher lag. 

lVIan k ann daher annehmon , dass die Ůbergussmethode wohl geeignet ist , 
bei der Selektion als Methode zur Vornahme einer Vorwahl aus umfangreichen 
Kollektionen von I solat cn zu dienen. 
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