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Vyndlez se tykd zplsobu koncentrace luminiscentnich bakterii lyofilizaci pro
potfeby mikrobidlniho testu toxicity nebo dlouhodobého uchovavani ve sbirkach.

Nékteré morské baktérie (napf. z rodd Photobacterium a Vibrip) se vyznaduji in-
tenzivni bioluminiscenci, tj. produkci viditelného svétla. S bioluminiscenci interferu-
ji nejrdzn&jsi toxické latky, napf. ionty téZkych kovld, pesticidy, organicks rozpoudtéd-
la, syntetickd hnojiva aj., které mohou z vnéjSiho prostfedi pronikat dovritf bun&k lu-
miniscentnich bakterii, Ze zmén intenzity bioluminiscence je moZno uswzovat na toxicitu
‘neznamych vzorkd, popfipadé u zndmych toxikantd stanovit jejich koncentraci. Rutinné
se mikrobidlni te t toxicity provadi pomoci luminisceniniho fotometru a specidlné pfi-
pravenych dehydratovanych luminiscentnich baktérif, jejichZ luminiscence se m&Fi
v prfitomnosti a nepfitomnosti potencidlniho toxikantu (tzv. Microtox test: Bulich A. A.,
Process Biochem. 17, 45 a% 47, 1982). Metoda k je vhodnd jako primarni screening p#i
kontrole é&istoty Zivotniho prostfedi.

V literatufe byly popsdny metody, jimiZ je Udajné mo2né bunky fotobaktérii lyofi-
lizovat tak, aby nejen prezily ve vysu3eném stavu n&kolik m&sicy, ale byly i okamzitd
po rehydrataci schopné bialuminiscence. Podle jedné metody (Nealson K. H., Methoda En-
zymol. 57, 153 aZz 166, 1978) se bunky luminiscentnich baktérii resuspenduji v médiu
s ni28i iontovou silou, ktera obsahuje cca 0,75 % hmot. NaCl, daldi anorganické soli,
0,5 % hmot. pepton a 0,5 % hmot. kvasnilny extrakt, zmrazi se a lyofilizuji. Druhy zpG-
sob (patentovy spis NSR &. 28 41 8964) pouzivd pfed lyofilizsci suspendovani fotobak-

i

terii v 2 % hmot, roztoku NaCl obsahujicim 20 % hmot. odtu&nélého mléka.

Nevyhodou téchto metod je, 2e neposkytuji reprodukovatelné vysledky pro $iroké
spektrum druhd luminiscentnich baktérii, zdsadnim nedostatkem je, Ze stupen pfeZiti
a intenzita bioluminiscenzé konzervovanych buné&k jsou nizké. Komer&nd& vyrabé&né konzer-
vy fotobaktérii pro Microtox test jsou velmi drahé. V zemich RVHP nebyla technologie
sériové vyroby dehydratovanych fotobaktérii dosud zavedena.

Fakt, e luminiscentni baktérie se nedaji bd3nymi zpGsoby spolehlivé lyofilizovat,
je také velkym problémem pro sbirky mikroorganismi. Dosud pouZivané zplGsoby dlouhodobé
konzervace té&chto baktérii jsou bud ndkladné (uchovavani v kapalném dusiku), nebo prac-
né a nepohodlné (uchovavani na agarov}ch pidach v chladni&ce a &asté preo&kovavani). .

Tyto nevyhody odstranuje zptisob konzervace luminiscentnich baktérii podle vynale-

" zu, jehoZ podstatou je, Ze bakteridlni bunky se }lyofilizuji v lyofilnim médiu, které

obsahuje jako kryoprotektivni latku laktd v koncentraci 10 az 25 % hmot. a jako latku
usnadnujici rehydrataci rozpustny &krob v koncentraci 1 a% 10 % hmot. a pfed pouzitim
se rehydratuji roztokem uni-univaletniho elektrolytu, s vyhodou NaCl, jehoZ koncentra-
ce pfed lyofilizaci je 0,8 aZ 1,2 % hmot., pfidemZ rehydratace se provddi dopln&nim do
povodniho objemu piidavkem 2% roztoku NaCl, Bunky luminiscentnich baktérii narostlé

v kapalném médiu nebo na pevné pidé se resuspenduji v lyofilnim médiu s ni23i koncen-
traci NaCl (napf. 1 %), kterd obsahuje laktozu jako kryoprotektivni latku a 3roub jako
latku, jeZ usnadnuje pozdéj$i rehydraci; tato suspenze se dale lyofilizuje obvyklym
~zplsobem. Lyofilizadt se ulo2i{ v evakuované niadobce v chladu (kolem 4 °C). Pfed pouZi-
tim se lyofilizovand kultura rekonstituuje do pdvodniho objemu p#idavkem roztoku NaCl
tak, aby vyslednd koncentrace NaCl byla optimalni pro bioluminiscenci (kolem 3 %).

Za téchto podminek vykazuji rehydratované bunky intenzivni a stabilni bioluminiscenci,
takZe jich lze pouZit pro Microtox test. Resuscitace sbirkovych kmend se provadi obvyk-
lym zpGsobem, napf. suspendovdnim v rOstovém m= médiu.

Zpdsob konzervace luminiscentnich baktérii podle vynalezu zajidfuje:
1. vysoky stupen ple2iti bakterislnich bunék i po n&kolika mésicich skladovani;
2. jednoduchou skladovatelnost konzervovanych kultur, co% umoZhuje provadét testy to-
xicity v terénu; A

3. snadnou rehydrataci vysu3eného materidlu, kterd je podminkou reprodukovatelného
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8 spravného rozdélovani luminiskujici kultury na alikvotni Zasti na zalatku testu;
4, dostatein& silnou a stalou luminiscenci konzervovanych bun&k po rehydrataci.

Dale je uveden prfiklad poufiti metody podle vyndlezu. Je popséna jen jedna z moi-
nosti provedeni - konkrétnim hodnotam koncentraci, teploty, tlaku a jinych veliéin ne-
lze pri&itat omezujici vyznam vzhledem k ochrand vyndlezu.

Priklad 1

Luminiscentni baktérie Photobacterium leiognathi LN-1la, byly kultivovany na rotal-
ni tfepalce pfi 22 %c v zivném médiu obsahujicim (g/L) :KHZPOA' 2,5 NaCl, 30,0° NHACI,
0,3 :MgSO4. 7 H20, 0,4 : Fecl3, 0,005 : glycerol, 5,0 : kvasniény extrakt (SERVA, NSR)
1,0 : trypton (OXOID, Velka Britanie) 15,0 (pH 7,1). Kultura v pozdni logaritmické fazi
byla ochlazena v ledu, bunky byly oddéleny centrifugaci a resuspendovany v 3 % hmoc.
NaCl na koncentraci 1,4 x 107 mL ™ ~, Alikvotni &asti (0,04 mL) byly pfiddvany k 0,5 mL
lyofilniho média obsahujiciho ve 100 mL : 1 g NaCl, 23 mg pyrofosforefnanu sodného
(dekahydratt), 0,5 mg kvasniéného extraktu (SERVA), 15 g laktozy a 5 g rozpustného Skro-
bu (podle Louliera; LACHEMA),

Cast této suspenze byla pouZita pro zji3téni intenzity bioluminiscence a koncen-
trace zivych bun&k. Po&et bunék schopnych tvofit kolonie byl zjidté&n vysevem Fedé&né
suspenze na Petriho misky obsahujici 2 ¥ hmot. agar v %ivném médiu vySe uvedeného slo-
2eni a inkubaci pfi 22 °C. Luminiscence bakteridlni suspenze byla mé&fena pfi 15 °c
v luminiscenénim fotometru Microtox model 2055 (BECKMAN, USA) p?i nastaveni zisku foto-
ndsobi&e 4,00 a2z 0 9,50 x 1 (Bulich A. A., Process Biochem. 17, 45 a% 47, 1982).

Ostatni vzorky byly ihned po suspendovéni zmrazeny ve sm&si led/etylalkohol a
lyofilizovdny v lyofilizadtoru {HETOSICC CD 52-1; HETO, D3nsko) pfi vakuu 7 Pa po dobu
3,5 h, Vysudené preparaty byly v evakuovaném stavu zataveny do sklonZnych zkumavek a
uloZeny pfi 2 az 4 °c.

Po 90 dnech skladovéani v chladu byly konzervované kultury resuscitovany p#idanim
0,5 mL a 2 % hmot. NaCl (takZfe vyslednd koncentrace NaCl byla 3 %). Bioluminiscence
a 2ivotaschopnost rehydratovanych bungk byla testovéna stejnymi metodami jako pied

lyofilizaci. Nam&fené hodnoty jsou uvedeny v tabulce.

P#iklad 2
Stejnd jako v pFfikladu 1 bylo postupovidno p#i konzervaci luminiscentnich bakterii

Photobacterium phosphoreum MVI 02,

P*iklad 3
Stejn&d jako v prikladu 1 bylo postupovdno pfi konzervaci luminiscentnich baktérii
Vibrio fischeri MJ-1l.

Z tabulky je zfejmé, 2e u viech studovanych mikroorganismi je lyofilizaci podle
vynadlezu schopnost tvorby kolonii redukovdna na hodnoty, které jsou pro sbirkové uéely
zcela dostatedné, Celkovsd bioluminiscence kultur je snifena na 1/10 a: 1/4 plvodni hod-
noty pfed lyofilizaci, co% velmi dobfe vyhovuje potPebdm mikrobidlniho textu toxicity.
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Tabulka

Vliv konzerva&ni metody podle vyndlezu na Zivotaschopnost a
bioluminiscenci fotobaktérii

Mikroorganismus Schopnost tvorby kolonii® Bioluminiscenceb
pred lyof. 90 dn& po lyof. pred lyof. 90 dnl .po fyof.
P. phosphoreum MVI 02 4,28 x lO9 1,48 x 108 695 65
P. leiognathi LN - 1a 2,04 x 10° 5,70 x 10° 191 48
V. fiocheri MJ-1 4,40 x 10 6,81 x 108 944 243
a

= pfepodteno na koncentraci Zivotaschopnych bunék v 1 mL suspenze (pramér z 5 hodnot)

V arbitracnich jednotkach displeje luminometru Microtox 2055. M&¥ena byla vidy
luminiscence 0,01 mL bakterialni suspenze v 0,5 mk 3 % hmot. NaCl (promér ze 3 hod-
not).

PREDMET VYNALEZU

Zpusob konzervace luminiscentnich bakterii lyofilisaci, vyznadujici se tim, Ze
bakteridlni bunky se lyofilizuji v lyofilnim médiu, které obsahuje kryoprotektivni lat-
ku laktozu v koncentraci 10 a2 25 % hmot a jako latku usnadnujici rehydrataci rozpust=-
ny 8krob v koncentraci 1 a% 10 % hmot. a pfed pouZitim se rehydratuji roztokem uni-uni-
valentniho elektrolytu, s vyhodou NaCl, jehoZ koncentrace prfed lyofilizaci je 0,8 a3
1,2 ¥ hmot., pfiiemz rehydratace se provadi doplnénim do p@vodniho objemu pFidavkem
2 % roztoku NaCl.
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