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(64) Zpusob vyroby dialyzovanych toxickych kultur mikroorganismu
Clostridium septicum

Je popsén zplisob vyroby diazylovanych
toxickych kultur Clostridium septicum pro
p¥ipravu filtrdtd k hyperimunizaci produké&-
nich zvifat pro ziskdvani antitoxickych sér;
pfisludny mikroorganismus se kultivuje v ka-
palném Zivném médiu, které se naplni do dia-
lyza&ni trubice, na obou koncich uzavtené
a svymi protilehlymi konci upevn&né ke st&ném
nddoby, do niZ se naplni totéZ kapalné Zivné
médium.
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Vynélez se tykd zpisobu vyroby dialyzovanych toxickych kultur mikroorganismu Clostridium
septicum pro p¥ipravu filtratt, slouzicich k hyperimunizaci produk&nich zvifat, zejména koni,
pro ziskdvéni antitoxického séra.

Anaerobni mikroorganismus Clostridium septicum je jednim z pavoden anaerobnich traumatos.
v prib&hu kultivace produkuje Fadu toxickych proteintt do kultiva&niho média. Tohoto média se
po sterilizagni filtraci, p¥ipadn& po dal¥fch Gpravéch, pouZivd k hyperimunizaci koni za
Geelem ziskani antitoxického 1é%ebného séra. ProtoZe tvorba protildtek u imunizovanych zvifat
je vyrazngjs{i po aplikaci w&inn&jg&ich toxickych filtr4dta, trvad zédjem na vypracovéni kultiva&-
nich metod, které by umoZnily produkci toxickych proteind mikroba v co nejvy$sim titru.

Dosud se ziskavaly toxické filtrdty kultur mikroba Clostridium septicum kultivaci na
tekutych Zivnych ptdéach, rozplné&nych do lahvi (Lettl A., Blasko B., H&za J., J. Hyg. Epide-
miol. Microbiol. Immunol. 6, 343, 1962) .

Jiny zpisob pfedstavovala kultivace v celofénovém valku, ponofeném do sterilniho Zivného
nédia. Dialyzadni membréna ve tvaru va&ku byla vyplnéna fyziologickym roztokem chloridu sod-
ného, a pouze Vv tomto roztoku se provadéla vlastni kultivace (Schaafsma A. W., Ann. Rep.

A. Afr. Inst. 24, 1949; 31, 1950), zatimco okolni sterilni #ivné médium slou?ilo jako rezer-
voar %ivin, difundujfcich membrénou do kultiva&niho roztoku.

Nevyhoda prvého postupu spodiva v produkci jen nizkych koncentraci toxického proteinu,
nedostate&nych pro G&innou hyperimunizaci svifat. Nevyhoda druhého postupu spolivd ve skuteé-
nosti, ¥e rist baktérif ve fyziologickém roztoku v celofénovém vacku neprobihd uspokojivym
zpusobem, protoZe je brzd&n pomalou difuzi %ivin p¥es malou élochu v&&ku, nedostatkem latek
s v&t%{ molekulou, které membr&nou neprojdou, i niZsi koncentrac{ %ivin v disledku jejich
nateddni ve fyziologickém roztoku. Dosahované titry toxického proteinu jsou velmi nizké. Navic
pom&r mezi kultivadnim a nutri&nim objemem je zhruba 1:8 aZ 1:10, takie dochdzi k plytvéni
¥ivného média, kterého je pfi krétkodobé kultivaci v dialyzadninm vacku o malé plode velmi

gpatnd vyuZito.

Uvedené nevyhody popéan?ch postupll jsou odstrandny vyndlezem zpisobu vyroby dialyzova-
nych toxickych kultur mikroorganismu Clostridium septicum pro p¥ipravu filtr4ath, slouZicich
k hyperimunizaci produk&nich zvifat, zejména koni, pro z{skdvani antitoxického séra.

Podstata vyndlezu spo&ivad v tom, %Ye mikroorganismus se kultivuje v kapalném 2ivném médiu,
které se naplni do dialyzaéni trubice na obou koncich uzav¥ené a upevn&né svymi protilehlymi
kxonci ke st&ndm nadoby, do které se naplni toté% kapalné %ivné médium. Vyndlez je tedy zalo-
Yen na zji¥téni, Ze pfi vyplnéni nejen nutri&niho, ale i kultiva&niho prostoru uvnit¥ dialy-
zaéni membrany Zivnym médiem namisto fyziologického roztoku chloridu sodného je pro Clostri-
dium septicum zaji$té&na dostatednd koncentrace Zivin.

Vyndlez ddle spofivd na zjisténi, Ze p¥i pouziti dialyza&ni membrany ve tvaru pfimé
trubice (Fredette V., Vinet G., can. J. Med. Sci. 30, 155, 1952) je k dispozici velik4d dialy-
.zaéni plocha, které umoZiuje rychlou difuzi ¥ivin z nutri&niho objemu média do objemu kulti-
va&niho i difuzi nefddoucich metabolitd opa&nym smérem. Tato aparatura dosud nebyla pro kul=-
tivaci mikroorganismu Clostridium septicum pouzita.

Pfednost navrZeného postupu spodiva v tom, Ze Clostridium septicum se Vv uvedené apara-
tufe pomnoZuje. pomér mezi kultiva&nim a nutri&nim objemem je ptiblizn& 1:2, tak¥e pri uZitf

pEimé dialyz: ‘ni trubice o velké plo¥e je média dob¥e vyuZito i pEi krdtkodobé kultivaci.

‘pali ptednosti navr¥eného postupu je skute&nost, je p¥i priméfené spotfeb& kapalného
¥ivného média je toxicky protein produkovén kulturou mikroba Clostridium septicum tém&F
v dvojndsobném titru ve srovnén{ s kultivaci v Zivném médiu, plnéném do lahvi. V dGisledku
vysifho titru takto ptipraveného toxického filtrdtu odpadd nutnost jeho daldf chemické kon-

centrace a purifikace pro uZely hyperimunizace.
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Vyhodou takto pfipravenych toxickych filtrdtd kultur mikroorganismus Clostridium septicum
je skute&nost, Ze po aplikaci téchto filtratd produk&nim konim dojde k vyraznédj¥imu zvySeni
titru protildtek v krvi neZ po aplikaci filtratd, p¥ipravenych d¥1ivéjgim zpisobem. '

vV nésledujicfch prikladech provedeni je zplisob podle vynélezu popsdn a porovnin se zné-
mymi zptsoby tak, aby byly zAroven ilustrovadny jeho vyhody.

priklad 1

Trypticky trévend masové 3ivnd pida byla plnéna do dvoulitrové lahve v mnoZstvi 1 800 ml
(zn4my zplsob; Lettl A., Blasko B., H4za J., J. Hyg. Epidemiol. Microbiol. Immunol. 6, 343,
1962). V druhém p¥ipad& (zpisob podle vyndlezu) bylo 1 200 ml tého? média vpraveno do skle-
n&né trubice o prim&ru 70 mm a délce 600 mm, na obou koncich zd¥ené. Sklen&nou trubic{ po
celé délce prochézela dialyzaéni trubice o priméru 45 mm. Do nf bylo vpraveno 600 ml tého#

média.

Po sterilizaci a aseptickém p¥idéni 0,5 % glukdzy byly obé& nddoby naodkovény 1 % kultury
mikroba Clostridium septicum; u na&doby s dialyza&ni trubic{ (zpisob podle vynélezu) bylo
inokulum vpraveno pouze do vnit¥niho prostoru dialyza&ni trubice. Po 18 hodindch inkubace
p¥i 37 °c byly narostlé kultury vypudté&ny a buhky z kultur byly odstranény sterilizadnf{ filt-
raci. Filtrdt z lahve (pfipraveny zndmym zplisobem) mél titr toxického proteinu pouze
1,6+.ml__1 a 100 DLM.ml-l, zatimco filtradt z dialyza®ni trubice (zpisob podle vyndlezu) m&l
titr 3,0L+.ml—1 a 300 DLM.m1~}. Tento filtrat byl aplikovdn koni, jeho% titr protilétek
v krevnim séru byl v dob& aplikace 200 vl.m1~l. Titr protildtek se zvyEil na 300 pr.miL.

U jiného koné&, jemuZ byl aplikovédn filtr&t z kultury v lahvi (pfipraveﬁy zndmym zplUsobem) ,
nedo&lo ke zmdn& titru protildtek v krevnim séru.

p¥fklad 2

Masové ¥ivné médium (jako v p¥ikladu 1) bylo plnéno do dvoulitrové lahve v mnoZstvi
1 600 ml. Do média byl ponofen celofdnovy véacek, obsahujici 200 ml fyziologického roztoku
chloridu sodného (zn&my zpisob; Schaafsma A. W.,Ann. Rep. s. afr. Inst. 24, 1949; 31, 1950).
v druhém p¥ipad® (zpisob podle vyndlezu) bylo 1 200 ml média vpraveno do sklen&né trubice
na obou koncich ztZené a 600 ml média do dialyzadni trubice, kterd prochézela po celé délce
touto sklen&nou trubic{ jako v pEikladu 1.

Po sterilizaci a aseptickém p¥iddni 0,5 % glukdzy byly vnit¥ni objemy dialyza&nich mem-
brén naodkovany 1 % kultury mikroba Clostridium septicum. Po 18 hodindch kultivace p¥i 37 °c
byly narostlé kultury vypust&ny a bunky z kultur byly odstranény sterilizadni filtraci. Filt-
r&t z celofénového va&ku (p¥ipraveny zndmym zpisobem) mél titr 0,3L+.ml-1 a byl vy¥Fazen jako
nepoufitelny pro hyperimunizaci. Filtr&t kultury z dialyza&ni trubice (zpisob podle vyndlezu)
mél titr 3,6L+.ml_1 2 500 DLM.ml . Byl aplikové&n koni, u n¥hoZ vyvolal zvySeni titru anti-

toxinu v krevnim séru z 250 na 350 vr.ml.

p¥riklad 3

Byl pfipraven sterilni filtrdt kultury z aparatury s pfimo vedenou dialyzadni trubici

podle p¥ikladu 1 (zpisob podle vyndlezu). Filtrat nél titr 5,0L+.m1‘l a 400 pLM.ml™t. Byl

aplikovan koni, u kterého vyvolal zvySeni titru antitoxinu v krevnim séru z 225 na

300 UT.ml 1.
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PREDMET VYNALEZU

Zplisob vyroby dialyzovanych toxickych kultur mikroorganismu Clostridium septicum pro
pripravu filtrdtt, slouZicich k hyperimunizaci produk&nich zvi*at, zejména koni, pro ziskd-
vani antitoxického séra, vyznadujici se tim, Ze mikroorganismus se kultivuje v kapalném Ziv-
ném médiu, které se naplni do dialyza&ni trubice na obou koncich uzavfené a upevné&né svymi
protilehlymi konci ke st&ndm nédoby, do které se naplni toté% kapalné Zivné médium.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Késv



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

