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Pronikava variabilita aktinomycet je skute¢nosti, se kterou nutno
neustale pocitat zejména tehdy, sledujeme-li jejich antibiotické vlastnosti.
Tato proménlivost zpravidla podmiiiuje nejen heterogenitu norméalnich labora-
tornich kultur, ale i heterogenitu peélivé udrzovanych kmenu produkénich.
V téchto pripadech se projevuje v prvé fadé pritomnosti vétsiho nebo mensiho
podilu méné produktivnich nebo neproduktivnich variant v aktivnim kmeni,
jehoz schopnost produkovati piislusné antibiotikum je tim vice nebo méne
snizovana.

Potizim, které jsou spojeny se stoupianim heterogenity kultur a z ni vyply-
vajici snizenou produktivitou, je mozno se braniti nékolika zptusoby. V prvé
radé se vyhybame sporovému pieockovani kultur, protoze pii takovémto
pasazovani jsou dany moznosti ke vzniku a piertstani méné produktivnich
nebo neproduktivnich slozek kultury (Krasilnikov 1950). Kultury
je nutno péstovati za takovych podminek, které nedovoli vzniknout a nahro-
madit se nezddoucim variantam, to jest na vhodnych pudach a v patiiénych
ostatnich podminkéach vnéjsiho prostiedi. Dulezitym faktorem jest dostateéna
mohutnost sporového inokula (F o st e r 1949). S nezadouci produkéni hetero-
genitou se viak shledavame v castych pripadech i tehdy, kdy pracovni postup
je tak dokonaly, jak jen za dané situace mozno. V téchto pripadech je pak
nejschidnéjsim postupem selekce kmene, jejimz cilem jest nalézti isolat, ktery
vykazuje produkéné nejvyhodnéjsi vlastnosti. Selekéniho postupu pouzivame
prirozené i tehdy, chceme-li se pokusit o zvyseni produktivity u kment,
u nichz jeji pokles podminény heterogenitou dosud nenastal. Krasilnikov
(1950) doporucuje provadéni nékolikrat po sobé opakovaného vybéru. V tako-
vém pripadé se pak jedna o zhodnoceni tvorby antibiotika u poc¢etného souboru
isolat, coz je pii obvyklém pracovnim postupu (submersni fermentaci a titraci
antibiotika ve fermentacéni kapaliné) Gkolem nakladnym jak s hlediska ¢aso-
vého, tak finanéniho. Proto k tomu ucelu navrhuje zavedeni predbézného
vybéru prelévaci methodou.

Provadeéni predbéznych produkénich testtt u isolatu, péstovanych na
tuhych ptidach, bylo v nékterych pripadech pouzito pfi vyhledavani vyse
produktivnich kultur Penicillif (Raper. Alexander a Coghill 1944,
Kei Arima 1950, Wakaki sesp. 1949, Uchida 1950). Postup tohoto
,sereening testu® jest zalozen na vykrojeni nékolika vale¢kt agarové pudy
v radialnim sméru od vykultivované kolonie a na jejich preneseni na plotnu
naoc¢kovanou testujicim mikrobem. Ukazatelem produktivity kolonii jsou pak
velikosti inhibiénich zon. Pokud lze z literarnich pramenu soudit, je G¢innost
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této methody — méfeno vztahem mezi hodnotou testu a produkei penicilinu
pii submersni fermentaci — znadné nizka.

Principem povrchové pi'vl(v‘u‘i methody jest prevrstveni isolovanych
kolonii aktinomycet na agarové plotné suspensi testujiciho mikroba v agarové
zivné pudé. Obdobné methody jsou zaloZeny na rozpraseni testujici kulturv
na povrch plotny s koloniemi antibioticky aktivni kultury (Stanly 1947,
Wilska 1947, Torao Ohtsuki a Morieko Imai 1951). Pri
téchto postupech jest vsak vylouceno pouzivati k testovani kultur, které
obvykle slouzi ke kvantitativnimu biologickému stanoveni antibiotik, protoze
jsou prilis citlivé. Vyznam téchto method pro vyhledavani antibioticky aktiv-
nich kultur v prirozeném materiale (na pr. hlin¢) piirozené touto nevyhodou
zmengen neni. Pro vybér produkcéne V\ml\dumoh isolatu z 1)10(111]\‘(1\”1(]1
kment je tedy nutno bud se uchyliti k pouzivani kultury na prislusné anti-
biotikum méné citlivé, anebo pouzit zpiusobu Kelnerova (1948), ktery
je zalozen na polozeni absorpéni vrstvy mezi agarovou plotnu s koloniemi
a povrchovou pudu se suspensi testujictho mikroba.

Obr. 1. Plotna se 4 koloniemi po preliti absorpéni vrstvou a suspensi testujiciho organismu
po inkubaci. (Foto F. A. Lokvenc).
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Utinnost této methody je podminovana dvéma faktory: a) dosazenim
tuzkého vztahu mezi hodnotou rychlého testu na tuhé kultivacéni pudé a vysi
produkce antibiotika p¥i submersnim fermentaénim postupu, a b) takovou
apravou pracovniho postupu, ktery dovoluje bez zavad zpracovati v co nej-
kratsim ¢ase dostateéné rozsdhly soubor isolatia. Aby byl splnén prvy pozada-
vek, je nutno vybrati zejména peclivé vhodnou tuhou kultivacni pidu a upra-
viti patiiéné i ostatni podminky vnéjsiho prostiedi.

V nasi praci jsme se pokusili dosihnout této paralelity, resp. vyhodnotiti
silu uvedeného vztahu. Pii pracovnim postupu jsme spojili konkretni udaje
Krasilnikovovy (1950) s vyhodami postupu Kelnerova (1948).%

Pracovni postup

K zakladnim selekénim pokusim byl uréen streptomycin produkujici
kmen Streptomyces griseus R. Jako sporulaéni pidy bylo k jeho kultivaci
pouzivano glukoso-bramborového agaru, pripravovaného podle bézného
pFedpisu. Vhodné nafedéna suspense spor byla otkovana po 0,5 ml na Petriho
misky pramdéru 10 em, obsahujici cca 20 ml pady slozeni

masova voda 1000 ml
pepton Spofa 10 g
Na(l 0,5g
agar 30g

pH pred sterilisaci 7,2
sterilisace 40 min. pii 1.3 atp.

Prirozené nutno peéovati o to, aby vrstva této pudy v jo(hmtlivx"ol'l
miskach byla pokud mozno stqn(n a aby suspense spor byla rozptylena stejno-
meérné po celém povrchu zivné pudy. Suspense spor J(‘ prcd fedénim prefiltro-
vana pipetou s vatovym uzivérem a je tvoieha z pievazné veétsiny jednotli-
vymi sporami, v ojedinélych piipadech pary spor anebo nékolikaclennymi
retizky.

Protoze pro hodnoceni produkee antibiotika jest dulezité, aby jednotlivé
kolonie ro.stly na plotn¢ v dostatecnych rozestupech, byl postup upraven tak,
ze pro vysev byla volena takova suspense, aby kolonie rostly asi v centi-
metrovych nebo pulcentimetrovych rozestupech. Po  dvoudenni inkubaci
pii 28 °C byly kolonie odstranény pomoci vhodné upravené lancety a piesazeny
na nové plotny zpravidla po ¢étyfech v pravidelnych vzdalenostech. Piitom
nutno dbati toho, aby byly pfonz’mécnv kolonie bez ¢asti agarové puady, protoze
by tim byl podminén nerovnomérny a nepravidelny rist i1 nepravidelna pro-
dukece a difuse antibiotika do pudy. Piesazovani kolonii je zde usnadnéno tim,
ze na uvedené masopeptonové pudé nedochazi ke sporulaci a ze kolonie maji
kozovitou nebo gumovitou konsistenci. Jejich snimani s povrchu agarové
pudy lze tedy provadét snadno a i po kratké dobé nacviku bez ¢astic agarového
substratu.

*) Publikace R. C. Pittengera a sp. (J. Bact. 65 : 56--64, 1953) byla uverejnéna
po dokonéeni nasi prace. Tento autor pouziva pielévaci techniky pro hodnoceni isolati ziskanych
po ozatovani UV-svétlem. Paralelita prelévaciho testu se submersni fermentaci neni uvedena.
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Po dalsi zpravidla sedmidenni inkubaci pii 28 °C prelévame plotny

s vyrostlymi piesazenymi koloniemi 15 ml absorpéniho agaru, ktery ma
slozeni

agar 30 g
aktivni uhli Tg
destilovana voda 1litr.

Absorpéni agar pritom musi byti pokud mozno co nejméné teply a pii pipeto-
vani na jednotlivé misky jim neustale michame, aby nedoslo k nerovnomér-
nému rozlozeni adsorbujici latky. Procento aktivniho uhli jest zavislé v zasadé
jednak na jeho adsorpéni schopnosti, jednak na produktivité jednotlivych
isolatt. Cim mensi jest jeho adsorpéni schopnost (kterd se podstatné 1isi
u ruznych vzorku) a ¢éim vice streptomycinu jednotlivé kolonie produkuji,
tim vetsi jsou inhibiéni zony. Proto nutno procento aktivniho uhli upraviti
tak, aby inhibiéni zony byly asi dvou- az &tyfcentimetrové. Jsou-li pozdéji
vzniklé zony prili§ malé, jest znesnadnéno jejich spolehlivé odecteni stejné jako
tehdy, jsou-li prilis veliké a na plotné se prekryvaji.

Po utuhnuti absorpéni vrestvy pielévame plotny 4 ml prislusné zredéné
suspense spor kmene Bacillus subtilis F D A 6633 ve 45 °C teplé zivné pide
slozenti

masova voda 150 ml
pepton Spofa 6g
kvasni¢ni extrakt 3g
agar 10 g
destilovana voda do 1 litru
pH po sterilisaci 7,9.

Tuto testovaci pudu rovnomérné rozptylime po povrchu absorpéni vrstvy.
Po jejim utuhnuti ulozime Petriho misky na cca 16 hodin do teploty 28 °C
a pak hodnotime velikosti vzniklych inhibiénich zon. Vybrané isolaty pieoc¢ku-
jeme k dalsimu ovéteni produktivity.

Nad prislusnymi koloniemi odstranime skalpelem vrchni agarové vrstvy
tak, aby kolonie byly dokonale odkryty. Pro snadné odstranéni téchto agaro-
vych vrstev nutno dbati na stejnou tuhost absorpéni vrstvy a masopeptonové
kultiva¢ni pudy. Nesplnime-li tento pozadavek, ¢ini odkryvani kolonii potize.
Obnazené kolonie sejmeme ockovaci klickou a masivné rozetieme na dalsi
zivnou pudu na Petriho misce. Z pad, zasadné vhodnych pro tuto kultivaci,
se nejlépe osvedeéil glukoso-bramborovy agar s pridavkem 100 gamma strepto-
mycinbase na 1 ml. Pridavek streptomycinu mé dvoji aéel: V prvé fade
potlac¢i kontaminaci testujicim mikrobem, ke které muze dojit i p¥i nejpecli-
vejst praci, v druhé fadé brani vzniku neprodukénich variant. Jak jest obecné
znamo (Waksman 1950, Krasilnik ov 1950), jsoutyto streptomyecin
neprodukujici varianty citlivé na toto antibiotikum, které potlac¢uje jejich
riust. Proto byva i doporucéovano pro zvyseni produktivity prepéstovani
produkénich kment na tekutych nebo tuhych pudach, obsahujicich strepto-
mycin (Christensen 1947, Krasilnikov 1950, McDaniel 1951,
Takahashi 1952),1kdyz jest v nékterych pracich o této moznosti pochy-
bovano (Reilly 1947, Waksman sesp. 1948).

Po zpravidla desetidenni inkubaci preo¢kujeme dokonale vysporulované
isolaty mna glukoso-bramborovy sikmy agar do zkumavek a pokradujeme
v jejich vvhodnoceni obvyklym zpasobem submersni fermentaci.
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Zhodnoceni methody

Produkee vybranych isolati za submersnich fermentaénich podminek
byla zjistovana za pouziti fermentac¢ni pudy obsahujici glukosu, corn-steep,
sojovou mouku, chlorid sodny a uhli¢itan vapenaty (Fortune se sp. 1950).
Varné banky o obsahu 500 ml byly plnény po osmdesiti ml této pady, steriliso-
vany a naockovany dvéma ml standardné pripravované sporové suspense
jednotlivych isolatt. Kultivace byla provadéna pti 28 °C' na reciproké tfepadce
o cca 96 kyvech za minutu pri délece kyvu 7,5 em. Produkce streptomyecinu
byla sledovana modifikovanou plotnovou difusni methodou (Lo o se sp. 1945).%

Jako priklad jsou uvedeny vysledky opakovaného produkéniho hodnoceni
dvou serii isolati. Obé serie byly vybrany vzdy z pfiblizné jednoho sta kolonii.
Kazdy z isolata byl naotkovan soucasne do tii banék, Uvedené vysledky jsou
pramery dosazenych maximalnich produkei.

Tabulka 1

|
Isolat Velikost 1. hodnoceni ‘ 2, hodnoceni
sot zZony v cm produkee v j./ml l produkce v j./ml
‘ | |
* |
1 5 287 | 144
2 4 139 ‘ 71
3 4 119
4 4 130
5 4 152 “
6 3 140 Q
7 2 131 ‘
8 2 118 J 104

Tabulka 2

, Velikost I\ 1. hodnoceni 2. hodnoceni
Isolat . .

| zony v cm | produkee v j./ml produkee v j./ml
| |
|

0 ; 6 234 J 175

10 ‘ 5 256 150

11 4.5 115 { 133

L2 4 159 ‘ 120

i3 4 107 ’ 97

14 : 3 122 [ 137

Jak jest ziejmé z vysledkii uvedenych v tabulce 1 a tabulee 2, neni tésného
vztahu mezi hodnotou prelévaciho testu na tuhé piadeé a produkei streptomycinu
za submersnich kultiva¢nich podminek. V obou seriich isolatt lze vsak pozo-

*) Stanoveni provedl J. Hess s pracovnicemi titra¢ni laboratofe mikrobiologického
oddéleni VUA.
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rovat, ze isolaty davajici mimoradné velkou inhibiéni zonu pti prelévacim testu
davaji nejvyssi produkei pri submersni fermentaci. Tyto isolaty ¢islo 1, 9 a 10
produkuji pritom o 50—100 9, vice nez isolaty se zonami primérné velikosti
(asi 4 em). Z toho lze vyvodit, ze u kmene R mozno selekéni cestou produkei
tspésné zvysit vzhledem k jeho zjevné produkéni heterogenité.

S jinou situaci jsme se shledali u podstatné vyse produkujiciho kmene
Streptomyces griseus 9. Zde pii otestovani asi 400 kolonii jsme zjistili variabilitu
v rozpéti 9—35 mm, pii ¢emz nebyly nalezeny kolonie se zonami mimoyidné
velikymi, jako tomu bylo u kmene R. Z uvedeného materialu jsme vybrali
3 skupiny kolonii se zonami malymi (9—17 mm), stfednimi (20—24 mm)
a velkymi (25-—35 mm). Produkéni hodnoceni provedené analogickym zpuso-
bem prineslo v procentech kontroly tyto vysledky (tab. 3):

Tabulka' 3. >
|
Isolat Velilfnst i, hodnoceni’ 2: hodnouen{’ Pramérna l’riu{lér
zZony v rm produkce v 9 produkee v 9, produkce skupiny
1 9 68 14 41,0
2 10 101 98 99 5
3 11 87 88 87,5
4 14 93 82 87,5
5 17 96 84 90,0
6 17 98 89 93,5 83,1
7 | 20 99 96 97,5
8 20 104 99 1015
9 22 105 97 101,0
10 | 22 100 98 99,0
11 23 79 90 84,5
12 24 106 100 103,0 | 97,4
- ’ . BN
13 25 101 { 97 99,0
14 26 108 103 105,5
15 26 110 100 105,0
16 27 98 104 101,0
17 31 106 85 95.5
18 | 35 103 . 94 98,5 | 100,0

Podobné jako u kmene R nebyla ani u kmene 9 pozorovana tésnéjsi sou-
vislost mezi velikosti zony pii prelévacim testu a produkei pii submersni
fermentaci. Pritom v8ak v jednotlivych skupinich (isolaty 1—6, 7—12
a 13—18) jest z celkového priméru skupin patrné postupné stoupani produkce
v souhlase s velikosti zon. U skupiny s nejvétsimi praméry zon je viak produkee
totozni s kontrolou neselektovaného kmene a u skupiny se sttednimi praméry
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zon je produkce nepatrné nizsi. Vyplyva proto z toho, ze v neselektovaném
kmeni se jeho méné produktivni slozky, representované v nasem piipade
isolaty 1-—6, na sniZzeni produkce neuplatiiuji. Na druhé strané nutno vsiak
soucasné pocitati s tim, Ze u tohoto kmene jest dosazeni vyssi produkce
selekénim postupem nesnadnym tkolem, jak vyplyva z jeho relativné malé
produkéni heterogenity.

Souhrn

Selekce isolata z antibioticky aktivnich kment je jednou z cest, ktera pii spravném postupu
muze vésti k uspésnému zvyseni produkee antibiotika. Pritom vsak tento postup vyzaduje
zpravidla rozsahlého zhodnoceni souboru isolata, takze se stava tikolem nakladnym jak s hlediska
¢asového, tak materidlového. Proto je vyhodné zavedeni orienta¢niho rychlého testu, ktery
dovoluje zredukovat obsahly soubor kultur na relativné malo kmeni, se kterymi pak lze provésti
podrobné vySetfeni cestou submersni fermentace. Piirozenym piredpokladem pro pouziti takovéto
methody je jeji spolehlivost. Vysledky predbézného testu musi byti alespon ptiblizné paralelni
s vy§i produkee antibiotika pri fermentaci na tekuté zivné padé. Piikladem rychlého produkéniho
testu, pouzitelného pro selekei aktinomycet, jest pielévaci methoda Krasilnikovova nebo
Kelnerova.

Tuto methodu jsme pouzili pro 2 streptomycin produkujici kmeny Streptomyces griseus.
C{lem bylo ovéreni miry soubdznosti predbézného testu s produkei antibiotika za obvyklych
podminek submersni fermentace. Pracovni postup byl upraven tak, Ze z ploten, naotkovanych
suspensi spor a inkubovanych 48 hodin, byly kolonie presazeny pomocilancety na masopeptonovy
agar na Petriho misky, po dalsf tydenni inkubaci pielity absorpéni agarovou vrstvou, obsahujici
aktivni uhli, a po utuhnuti této vrstvy pielity suspensi spor testujiciho mikroba. Po zhodnoceni
velikosti inhibi¢nich zon byly vybrané kolonie pfeo¢kovany na glukoso-bramborovy agar obsahu-
jici 100 jednotek streptomycinbase na 1 ml a po dokonalém vysporulovani preo¢kovany na nor-
malni $ikmy glukoso-bramborovy agar.

P#i hodnoceni produkce jednotlivych isolati s ohledem na velikost inhibi¢nich zon bylo
z}isténo, ze mezi hodnotou testu a submersni produkei antibiotika neni tésné zavislosti. Isolaty
s mimoradn® velikymi zonami pii prelévacim testu vSak davaji podstatn® vyssi produkee i pii
submersni fermentaci. Na druhé strané viak plati, Ze soubor kolonii s pramérné mensimi zonami
dava pii submersni fermentaci pramérné nizsi produkei, nez soubor kolonif se zonami pramérné
vétsimi. Mozno proto miti za to, Zze prelévaci methoda jest pii selekei vhodnym postupem, ktery
umoznuje provedeni vybéru z rozsdhlého souboru isolati.
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O, Madeuronsa u A. Heuaecex:

3aauBHOH MeTO celekmH MPOIYLUPYIOINX UITAMMOB Streptomyces
griseus

Ojium n3 myTeil, npu moMOIIM KOTOPOro, TpN NpaBUaLHOI pabore MO#HO
JOCTHYD VCIEUHOr 0 HOBBIIeHIS IPOAYRIMN aHTHOMOTIKA, ABJISAETCA CeJieK-
U MB0JITOB IITAMMOB, 00J1a[a101NX anTHONOTHYecKoit akTuBHOoCcThi0. Ho
HTOT MYTh, KAK IMPABIIIO, TpeOYeT JaHBIX 0T G0JILILOT0 KOJINYecTBA MB0JATOB,
i1, TakuM 00pPasoM, CTAHOBUTCSA JIOBOJBHO HEIKOHOMHBIM 10 KOJMYECTBY 3a-
Tpavennoro BpemMenn i marepuasna. [looromy, mpejcrasiger unrepec BBeleHue
OPUEHTUPOBOUHOI CKOPOIT 1Po0BI, KOTOpad JlaeT BasMOMKHOCTH COKpPAaTHTH
KOJIMYECTBO MBOJMPOBAHHBIX KVJIBTYP /0 OTHOCHTEJIbHO MaJI0il BeJMYnHbI
. TOJLKO € DTUMH HpoBecTH 10jipodHoe IccsejloBaHiie myTeMm cyOMepsHoit
depmenranuu. KcreersennbsiM TpeboBanneMm IpH IPUMEHEHHM TAaKOTO pojia
METOjIa  SIBJAETCA €r0 HANLeRHOCTb. Pesyiabrarsl opHeHTHupoBOUHON TTPOOEI
JIORHBL OBITH  XOTHA-OBL TPUOTUBUTETHHO 1APAJIeJbHBIMA ¢ BBICOTOI 11PO-
JVKILMI antudiroTnka npy pepmenrannn va skujikoii mouse. I[lpumepom exopoit
ITPOOLL OITpejiesieHNA TTPOJAYKINM, TPUMEHIUMOIL TP CeJieKIIMN AaKTHHOMUIeTOB,
apssgered 3aguBnoii Merojt Kpacuabnnkona mwin Hemepa.

Jror merop ObLI 1pHUMenen Ha JIBYX 1urammax Streplomyces griseus,
HPOAYHUPYOIKUX cTpenrromnini. I{esbio onprra OBLIO  cpaBlHeHUe  CTEIeH I
HapaLIedbHOCTH OPUEHTUPOBOUHOI 1TTPOOKI ¢ MPOJYKIIHel aHTUOMOTHRA 1Tpu
HOPMAJIbHBIX  yCJI0BUAX cyOmepsnoil depmenrarnn. Merojuka paborer 3a-
KJII04aach B CJACVIONIEM: ¢ Yallek, KOTOPBIe ObLIN BaCeAHBI B3BECHIO CIIOP
i nikyOupoBasues 48 4acoB, GbLIM KOJOHNH [TepeHeceHbl TPU 110MOLIN JIAHILeTa
Ha MsconenToHHbli arap B wammkax [lerpun, no ueredennn jpanbueiiueii He-
felbHOll MHKYOAnu BamuTh aJcOpPONIIMOHABIM  JI0eM  arapa ¢ aKTHBHBIM
yriiem, M, IOeJe TOro, Kak 9TOT ¢10il 3aCThLI, 3aUTHL B3BECTHIO CIIOP Tect-
opranusma. B saBucumoctn orT BeanmdyuHbel 00pasoBAaBUINXCA MHIMOUITMONHBIX
3o ObLIM 0TOOPAHHBIE KOJOHUI HePEeHeCeHbl Ha  FIII0KO3HO-Kaprodesbibii
arap, cojgepskauiuii 100 r. erpentomuniuia B Gopme ocHosanus B 1 mir u noeJie
OKOHYATeJbHOIT CHOpPYJIAIMN IPOMBBEJCH [epeces Ha HOPMAJbHbIL Kocoi
IIIIOKO3HO-KapTo(e ibHbL arap.
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ITpn omexke MPOJYKUUH OT/AEJHbHBIX N30JATOB 110 BeTIUNHEe MHIHONIMOH-
HBIX B0H OBLIO YCTAHOBJIEHO, YTO HeT OJIM3KO0Il BaBUCIIMOCTII MELY 3HAUEHHEeM
npobst n cybmepsnoil npopykiueil anruduorura. OgHaKko, H30JIATH, 00pa3yio-
upe 0co0o OOJBIIMEe BOHBI YIHETEHUs TIPH 3aJMBHOIL 1pode Npojyiupyior
TaKMKe BHAUNTEJNbHO 00JIbllle anTuOMOTHKA M npu cyOMepsHoil (epmenrariim.,
Kpome roro, cymma kosonuii, B cpeanemM o0pasviolinx MeHbUINe 30HBI, Jlaer
npu cyOMep3Hoil (epMeHTanUN B cpejHeM 0ojiee HUBKYH TPOAVKINIO, UYeMm
cyMMa KoJionmii, oOpasyonmx B cpegHem Ooabnie sonot. Mexops us artoro
MOKHO CUMTATL BaJUBHOIL MeTo]l BRINOJHBIM IIPH CeJEKLIH, T. K. OH jlaer
BOBMOKHOCTL 0T00pa M3 0OJBIION0 KOJIYecTBA M30JIMPOBAHHBIX IITAMMOB.

F. Pale¢ckovaund J. Necdasek:

Eine Ubergussmethode zur Selektion von antibiotisch aktiven Streptomyces
griseus-Stimmen

Die Selektion von Tsolaten, 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 fithren 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 durchfithren zu konnen und so die Gesamtheit
der Isolate auf eine relativ geringe Zahl Kulturen zu reduzieren. Erst diese
werden dann einer eingehenden Wertung ihrer PI'O(]lll\'(lOlledhlglx(‘lt bei sub-
merser Kultivierung unterworfen. Natiirlich muss ein solcher Schnelltest
geniigend verlasslich sein und zumindest in groben Ziigen eine annihernde
Parallelitat seiner Ergebnisse mit der Produktion in submerser Kultur ver-
biirgen. Als Beispiel solcher Schnellteste, die bei der Selektion von Aktino-
myceten Verwendung finden konnen, seien die Ubergussmethoden Krasilnikovs
und Kelners angefiihrt.

Wir haben eine Methode dieser Art bei der Selektion von zwei Stammen
Streptomyces griseus, die beide Streptomycin produzieren, angewandt. Dabei
war vor allem beabsichtigt, zu iiberprifen, in welchem Ausmasse die Ergebnisse
des Schnelltestes mit der in der iiblichen submersen Kultur gefundenen Pro-
duktionsfihigkeit iibereinstimmen. Die Arbeitsweise war folgende: Petri-
Schalen wurden mit einer passend verdiinnten Sporensuspension beimpft
und 48 Stunden bebriitet. Einzelne ausgewahlte Kolonien wurden dann mit
einer Lanzette steril auf neue Petri-Schalen tibertragen, die mit Fleischwasser-
Pepton-Agar beschickt waren. Nach neuerlicher einwochiger Bebriitung wurden
die Platten mit verfliisssigter Agarlosung mit einem Zusatz von aktiver Kohle
itbergossen. Nach dem Erstarren dieser Schichte wurde eine weitere Agar-
sohlchte aufgegossen, in der Sporen des Testorganismus suspendiert worden sind,
und die Platten neuerlich 24 Stunden bebriitet. Uber die Actinomyces- K()lomen
entstehen kreisrunde Inhibitionszonen, deren Durchmesser in iiblicher Weise
abgelesen werden konnen und als Kennzahl der antibiotischen Produktions-
leistung dienen. Die Zwischenschichte mit Aktivkohle hat hiebei nur den
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Zweck, einen Teil des antibiotischen Stoffes zu absorbieren und so die Grosse
der Inhibitionzonen in giinstigen Grenzen zu halten. Die zur weiteren Be-
arbeitung ausgewiahlten Kolonien werden dann auf Glukose-Kartoffelagar,
dem 100 int. K. Streptomycin je 1 ml zugesetzt wurden, iiberimpft. Die
Kulturen werden bis zur optimalen Sporenbildung betriitet und dann auf
gewoOhnlichen Glukose-Kartoffelschragagar abgeimpft. Das so gewonnene
Material wird zur Anlage von submersen Schiittelkulturen beniitzt und deren
Produktionsleistung in iiblicher Weise bestimmt.

Beim Vergleichen der Grosse der Inhibitionszonen der einzelnen Isolate
beim Ubergusstest und ihrer Produktion in der Schiittelkultur wurde gefunden,
dass eine strenge Beziehung beider Ergebnisse nicht festzustellen ist. Jedoch
zeigten Isolate mit extrem grossen Inhibitionszonen auch eine wesentlich
hohere Produktion in submerser Kultur. Ausserdem stellte sich heraus, dass
nach Vornahme einer Gruppierung der Isolate Gruppen, die im Durchschnitt
kleinere Inhibitionszonen zeigten, auch bei submerser Kultur einen niedrigeren
Produktionsdurchschnitt ergaben, als Gruppen, deren mittlere Zonengrosse
hoher lag.

Man kann daher annehmen, dass die Ubergussmethode wohl geeignet ist,
bei der Selektion als Methode zur Vornahme einer Vorwahl aus umfangreichen
Kollektionen von Isolaten zu dienen.
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