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BOSKBVICE

: Vynalez “Fesi problém vyroby blopreparatu
vhodného pro diagnostické pouzm ve veterindrni
i 1éka¥ské mikrobiologii.

* Exolétka druhu Streptococcus agalactlae ozna-
.¢ovand jako CAMP-faktor se dosud ziskdvala

“filtraci a precipitaci. Zptsob izolace CAMP-fakto-

_ru filtraci bujonové kultury kmene S. agalactiae

\

popsah CHRISTIE, R. — ATKINS, N. E.
'— MUNCH-PETERSEN, E.: A note on a\lytlc
phenomenon shown by group B streptooocm
| Austr. J. exp. Biol. Med., 22, 1944, s. 197-200.
Nevyhodou tohoto postupfu je podle PULSFORD,

M. F.: Some factors influencing the production of
CAMP faktor by Streptococcus agalactiae. Austr. |
*J Exp, Biol,, 32, 1954, s. 353- 360 ztrita aktlwgy[

CAMP-faktoru, k niZ doch i pfi prostupu fil-
trem. :

Druhy zpﬁsob zxskavém CAMP-faktoru vyuZiva
precipitace s pouimm etylalkoholu nebo siranu
amonného a je popsan v publikaci ESSVELD, H.
— DANIELS-BOSMAN, M. S. — LEIINSE, B.:
Some observations about the CAMP reaction and

l

\SWORTH R. — WANNAMAKER, L. W.
. — JOHNSON, D. W.: CAMP factor of group

application to human haemolytic streptococci.
| Antonie van Leuwenhoek, 24, 1958, s. 145- 156.
a pouzivd se aZ dosud. BROWN, J. — FARN- |

]’B streptococci: Productlon, assay and neutrallza-
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' (54) Zpﬁsob vyroby prepuriﬁkovaneho CAMP-faktom W

»

‘tion by sera from immunized rabbits and | experi- |
mentally infected cows. Infect. Immumty,9 1974, \
s. 377-383. ESSVELD, H. - MONNIER-
GOUDZWARD, C.. — EIK van, \
— SOESTBERGEN van, M. G.: Chemlcal nature ‘ ,
of a substance isolated from a group B Streptococ- - Ly
cus causing the ,,CAMP“ reaction. Antonie van | -
LEUWENHOEK, 41, 1975, s. 449-454.

BERNHEIMER, A. W. — LINDER,R. — AVI-
GAD, L. S.: Nature and Mechanism of Action of
the CAMP Protien of Group B Streptococci.
Infection and Immunity, 23, 1979, &. 3, s. 838-844.
Tento zplsob ma pfedev§1m ncvyhody zejména
v kritkodobé expiraci ziskané¢ho CAMP-faktoru,
nizké vytéZnosti a znaéné pracnosti vyroby. Citova-
ni autofi nenavrhli yjrobu CAMP-faktoru jako
biopreparatu.

Vyse uvedené nedostatky odstrafiuje zpisob
vyroby prepurifikovaného CAMP-faktoru podle
vynalezu, jehoZ podstata spoivd v tom, Ze na,
agarovy podklad se navrstvi film bu]onovéhol
média s pfidanou suspenzi streptokokii skupiny -
B a nechd se pomnoZit 24 aZ 48 hodin pfi teploté
308 K a¥ 311,5 k, smyty narist se odstfedi
a ziskany supernatant se smichd s 1,5 aZ 3 objemy
acetonu ochlazeného na 258 K aZ 248 K. Ponecha
se 1,5 min aZ 30 min pdsobit, poté se rychle
|a dokonale odstrani supernatant a sediment, 1g_e_ri:

"
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je prepunﬁkovanou formou CAMP-faktoru, se(

3

|

[ rehyfiratuje ve sterilni destilované vodg,

. Zpisob extrakce acetonem je relativné snaday

; a nejrych1e1§1 z dosud zndmych metod, co? sniZuje
- pracnost i ndkladnost vyroby. VytéZnost CAMP |
" faktoru je ve srovnéni se zndmymi zplisoby extrak- |

- ce n€kolikan4dsobnd, a nadto dochaz k bezpené

| likvidaci zbytkd bakterii. PouZiti prepurifikované- !

| ho CAMP faktoru ve formé biopreparitu s vytitro- |

'i vanym Géinkem zaruduje standardnost vysledkiina |
| riznych pracovistich a nadto odpad4 prace spojena
s udrZovénim testaéniho kmene, jehoZ diagnostic-

| ky efekt miZe byt ovlivnén fadou faktort. Expira-

| ce takto ziskaného CAMP faktoru pfevysuje jeden

\! rok, zatimco v citovanych metoddch neptevysila
expirace jeden mésic. Lze jim detekovatinepatrnd
mnoZstvi beta-toxinu Staphylococcus aureus. |
Bioprepardt umoZiiuje novou modifikaci metody

| jedné misky doporudované k detekci stafylokoko- |

| vjch hemolyzinii. Zajistuje standardizaci pozitivni
kontroly pfi diagnostice Streptococcus agalactiae
pomom exolétek jinych mikroorganismd. _

| Vyroba blopreparétu CAMP faktor je ndsleduji-

| ci. PHklad je uveden na 1000 ml surového pro-
(duktu.

A

f 1. Na pevném médiu se izoluje na jednu kolonii '
kultura Streptococcus agalaciae. Po 24 hodinich |
| inkubace pfi 310 K se suspenduje 3 aZ 5 kolonii ;
*v 10 ml tekutého média. <
i‘ 2. Na Petriho misky o @ 15 cm se nalije 15 ml
‘ agarového média a nechd ztuhnout.
3. Suspenze streptokokii se pfénese do 1000 ml
. sterilniho bujonového média, dobfe se promichd
' asterilng se navrstvi cca 26 mina agarovd média.
o4, Takto nakultivované Petriho misky se necha_]l
f inkubovat 40 h. pfi 310 K, nejlépe vioZené do
[ [igelitovych s4¢ki, a po této dob& se smyje porost
sterilni zahnutou sklen&nou ty¢inkou a pfenese do
| ' sterilnich centnfugaémch kyvet. Odstfeduje se
' 1 h pfi otd&k4ch 5000 min. .

5. Po ukondené centrifugaci se steriln& odd&li
supernatant od sedimentu. Sediment se kontroluje
kultivaéné, izolaci na jednu kolonii, na &istotu -
kmene. .

6. Ziskany supernatant se povaZuje za surovou
formu streptokokového CAMP faktoru. Jeho akti-
vita se titruje prepurifikovanou formou stafyloko- |
kového beta-toxinu, p¥ipravenou zndmou meto-

 tion and properties of staphylococcal beta-hemo- |
lysin. II. Purification of beta-hemolysin. J. Bacte- |
riol.; 100, 1969, s. 751-759. \
7. a) Titrace surové formy. Ve zkumavkdch se |
pfipravi geometrickd fada fed&ni surové formy ve }
fyziologickém roztoku s 0,001 M finélniho obsahu ' |
MgSO,, v objemu 0,25 ml.
. b) Pfipravi se smé&s 2 % suspenze 3 X propra- ‘
'nych ové&ich erytrocytii — dva dily ~ a stafylokoko-
vého beta-hemolyzinu s obsahem 20 jednotek .
‘ aktivity v jednom ml — jeden dil — a neché se p¥i
‘pokojové teploté senzibilizovat. N

| dou HAQUE, R. U. — BALDWIN, J. N.: Purifica- :

' nutné provést tyto kontroly: i kontrola surové

“ 2"

| zkumavky se pfenese 0,25 mlkoncentrované suro-+
* vé formy CAMP faktoru a od druhé se pfipravi j 3e11

' ¢) Smés erytrocytd a beta-toxinu (b.) se pfidd po |
- 0,75 ml do kaZdé zkumavky. '

‘f d) Zkumavky se jedna po druhé neustile pro- ’1
trepévajl a sleduji, jako pozitivni vysledek se

| hodnoti Gpln4 hemolyza erytrocytii. Doba pozoro- |
I vani &ni 30 a% 60 minut. 4 ,‘
€) Pro moZnost spravného hodnoceni reakce j je

formy se provadi tak, Ze ve zkumavkéch se pFipravi:
jeji fedéni ve fyziologickém roztoku. Do prvni

fedéni 1:2 a 1:4 v objemu 0,25 ml. Ke kazdé 1
zkumavce se pfid4 0,25 ml fyzxokoglckého roztoku |
(a) a 0,5ml 2 % erytrocytl (b') tak vzniknou |
kaneénd fedénisurové formy1:4,1: 8al : 16. #

ii kontrola erytrocytli se provede smisenim [
0,5 ml fyziologického roztoku s 0,5 ml 2 % sus- |

- penze erytrocyti (b.) . }
[

\ iii kontrola akt1v1ty stafylokokového beta-toxi-

\ nu se provede tak, Ze k 0,75 ml pfipravené smési '
erytrocyti a beta-toxinu (b. ) se pfid4 0,25 ml fy-!
| ziologického roztoku a inkubuje se 1 hod. pti 310
K Béhem inkubace se obsah zkumavky kazdych
' 10 min. intenzivn& proti"epe, aby se zabrénilo | |
- sedimentdci erytrocytd. Po ukon&eni inkubace se |
' pfemisti do chladni&kové teploty 277 K, kazdych: |
10 min se protfep4va a sleduje nejméné 1 h.
iiii Kontrola aktivity beta-toxinu pfi poko;ové
teploté se aZ na sledovéni pfi pokojové teploté

- provadi shodng (jii).

f) V kontrole surové formy (1) v kontrole

~ erytrocytt (ii) a v kontrole beta-toxinu p¥i pokojo- I
| vé teplot& nesmi.dojit lghemolyze, zatimco v kon- .
- trole aktivity beta-toxinu (iii) musi byt tipln4 | |
- hemolyza jako disledek HC efektu. . 1

, zkumavce je p&t jednotek aktivity stafylokokového .

8. Hodnoceni titrace surové formy. P¥ popsa-
ném postupu je ve zkumavkéch Fed&ni surové |
formy 1:4, 1:8, 1:16 az 1:2048. V kaZdé

beta-toxinu s 1 % ovéich erytrocytf, to vie v celko-
vém objemu 1 ml v kaZdé zkumavce. Za jednotku
aktivity, déle J. A. se povaZuje to posledni fedé&ni
-surové formy, ve kterém doslo k tplné hemolyze
erytrocytd, ke které dochézi pfi vzdjemném poten-
covani CAMP faktoru a stafylokokového beta-to- .
xinu.

9. Extrakce a prepurifikace streptokokové exo-
latky se provadi prempnacn acetonem ochlazenym -

na 253 K tak, Ze se k jednomu objemu SUrové |
formy pfidaji 2 objemy acetonu. Po dvoummuto-
vém piisobeni se smés s vytvofenym precipititem | |
centrifuguje pfi otdtkdch 5000 min.". po dobu
jedné hodiny. !
10. Po ukonéeni centnfugace se odstranf super- |
natant a sediment se rehydratuje destilovanou \

- sterilni H,0, aby vzhledem k vysledku titrace |

surové formy odpovidal findlni obsah cca 5000 |

! jednotek aktivity ml.

11. Popsanym zplisobem rehydratovan4 prepu- \

| rifikovan4 forma se titruje na skuteény obsah J. A, l

. Pfipravi se zékladni ¥edéni 1 : 100 a z ného, vidy |
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v ob_]emu 0,25 ml fedé&ni 1 : 250, 1 : 500, 1 : 750,
1 1000, 1: 1250, 1:1500, 1:2000, 1: 2500,‘
1: 3000, 1 : 4000, 1 : 5000. Dalsi postup je stejny

jako pfi titraci surové formy (7.b. — 7.d. ). Kontrola

l
Eprepunﬁkované formy se provadi v fedéni |
' 1 : 1000, kontrola erytrocytﬁlbeta-tomnuodpow- “

i daji (7.e.).

i
i
i
|
i

12. Hodnoceni titrace prepurifikované formy se

neli§i od hodnoceni titrace surové formy (8.). :

| Posledni fedéni CAMP faktoru, ve kterém doslo .

k dplné hemolyze erytrocyth se oznatuje za J. A.
| prepugifikované formy. Je tedy obsah J. A. prepu- .

Zpusob vyroby prepurlflkovaného CAMP-fak—
toru, vyznalujici se tim, Ze na agarovy podklad se |
[navrstvi film bu]onového médiass pfidanou susp_en-
| 'zi streptokoki skupiny B a neché s pomnozit 24 aZ
148 h. pfi teplot& 308 K az311,5 K a smyty nirustse .

‘ 'odstiedi a ziskany supernatant se smichd s 1,5 aZ -

-

i : 208975

‘rifikované formy v 1 ml roven reciproéni hodnoté |
jejiho ¥fedéni. V kontrole prepurifikované formy
. (), kontrole erytrocytﬁ (ii), stejn& jako v kontrole ’
beta-toxinu pfi pokojové teploté (iiii) nesmi dojit -
'k hemolyze. V kontrole aktivity beta-toxinu (iii)
musi byt 100 % hemolyza.

13. Po titraci prepunkaovane formy se tato
upravi na koneénou hodnotu obsahu J. A. v 1 ml

: — optimélné na obsah 5000J. A.v1 ml - oznadise

- jako CAMP faktor a konzervuje se zmrazenim pfi

1253 K nebo lyofilizaci. Pfed jeji konzervaci je
' nutné provést kontrolu sterility preparatu. oo
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3 ob;emy acetonu “ochlazéného na 258 K aZ 248
K a nechd se 1,5 min. aZ 30 min. plisobit, poté se

' smés odstfed’uje 50 a¥ 70 min. pak se rychle.
- a dokonale odstrani supernatant a sediment, ktery
je prepurifikovariou formou CAMP-faktoru, se
' rehydratuje ve sterilni destilované vodé.
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