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" ZpOsob vyroby prepurifikované sfingomyelindzy D,

Anotace

ZpGsob vyroby prepurifikované sfin-
gomvelinadzy D, Vynalez je z oboru mikro-
biologie, zejména veterinidrni a lékarské,
Uzelem vynalezu je jednoducha metoda
oro ziskdni sfingomyelindzy D kultivaci
kmene producenta v bujonovém filmu na
agarovém podkladu a naslednd extrakce
utinné latky acetonem, Odstfed&nim ziska-
ny koncentrat predstavuje prepurifikova-
nou formu sfingomyelindzy D, kterou po
zjisténi aktivity lze red&nim upravit
do pozadované koncentrace, Biopreparat
je pouzZitelny k diagnostickym U&elém

v lékarské a veterinarni mikrobiologii,
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Vynélez fedi problém vyroby prepurifikované sfingomyelinizy D biopreparatu vhodného
pro diagnostické pou2iti ve veterindrni i lékarské mikrobiologii, ’

Exolédtka Corynebactsrium pseudotuberculosis Je definovdna jako efingomyelindza D
8 toxickym udinkem PETRIE, G, F, - McCLEAN, D,: interrelations of Corynebacterium ovis,
Corynebacterium diphtheriae and certain diphtheroid strains derived from the human na-
sopharings, J. Pathol. Bacteriol,, 39, 1934, s, 635-639, PATOCKA, F, - SOUREK, A, =
MARA, M,: New observations on biological properties and toxinogenesis of atypical heemo=
lytic corynsbacteria isolated from humans, J. Hyg, Epidén. Microbiol, Immunol,, 4, 1960,
8. 307-308, SOUCEK, A, - SOUCKOVA, A, - MARA, M, - PATOEKA, F,: Observatione on the
biological propdrtiee of atypical heamolytic corynebacteris isolated from man as compared
with Cor, heemolyticum, Cor. pyogemes bovis and Cor, ovis, II. In vitro investigations,
J. Hyg. Epidem. Microbiol, Immunol,, 6, 1962, s, 1323, DOTY, R, B, = DUNNE, H, W, =
HOKANSEN, J. F, -~ REID, J, J.: A comparison of toxins produced by various isolates of
Corynebacterium psedotuberculosis and the development of a diagnostic skin test for
cases of lympadenitis of sheep and goats, Am, 3, Vet, Res,, 25, 1964, s, 1679-1685,
'SOUCKOVA, A, - SOUCEK, A,: Inhibition of the hemolytic action of alpha and beta ifsina
of Staphylococcus pycgencs by Corynebacterium hemolyticum, C, ovis and C, ulcerans, To-
xicon, 10, 1972, s, 501-509, SOUCEK, A, - SOUCKOVA, A,: Toxicity of bacterial sphingo-
myelinases D, J, Hyg, Epidem, Microbiol, Immunol,, 18, i974. 8, 327-335, Uvedeni autofi
pouzivali pro izdlaci této exolatky precipitaci amoniumeulfétem a metylalkoholem, Podob-
né jako FRASER, G.: The effect on animal erythrocytes of combinations of diffusible sub-
stances produced by bacteria, J. Pathol, Bacteriol., 88, 1964, s, 43-53, se zaméiili ne
interakci ziskané latky e hemolyziny stafylokokl. Nezam&*ili se na precizaci jeji produk-‘
ce; na expiraci ani na jiné diagnostickéd vyuZiti, Uvedonymi autory pouzitéd precipitace
je dvoustupnovd, metodicky i Zasovd nadro&nd. Z uvedenych dovodd jo tato metoda nevyhodnd

pro produkci v&t3ich mnoZstvi prepurifikované sfingomyelindzy O,

Uvedené nevyhody jsou odstrendny zplisobem vyroby prepurifikované sfingomyelindzy D
podle vynédlezu, Jehoi podstata spoéivd v tom, Ze ne agarovy podklad se navrstvi
bujonovy.filn 8 inokulem C&rynebactarium pseudotuberculosis a nechd se pomno%it 24 a% 48
hod, pfi teplotd 308 K aZ 311,5 K.a emyty ndrlst se odstifedi a ziskany supernatant se
“‘smichd s 1,5 a¥ 3 objemy acetonu ochlazeného na 258 K a% 248 K a nechs se 1,5 min, a2
30 min, pdsobit, poté se sméqugdetfaauje 50 aZ 70 min,, rychle a dokonale se odstrani su=
pernatant a sediment, kterv'je prepurifikovanou formou afingomyelinézy D, se rehydratuje

ve sterilni destilovanéd vods,

Zpleob extrakce a prepurifikace sfingomyelindzy O acetonem je relativné snadny a nej-
rychlej&i z dosud zndmych metod ziskavani analogickych baskteridlnich exolédtek, P*i pouZi-
tiqnetody dle vyndlezu je vytdinost ve srovndni s dosud popisovanym zpOdsobem n&kolikand-
sobnd a nad to dochazi k bezpe¥nd likvidaci zbytku bakterii, Expirace takto ziskané sfine

gomyelingzy D:pFfevysuje jeden rok, zatimco citovani auto’i se o expiraci svybh preparaté



nezminuji, Biopreparét ziskany podle vyndlezu lze vyhodnd pouzit jak v detekei stafyloko-
kovych hemolyzint, tak i v novém zplsobu uréovéni streptokokd skupiny 8,

P*iklad

Vyroba prepurifikované formy sfingomyelinézy D je néeledujici (p?iklad je uveden na
--1000 ml surového produktu):
1, na pevném médiu se iZzoluje na rf@st v Jednotlivych koloniich kultura Coryﬁéﬁ&cfe-
rium pseudotuberculosis a po 48 hodindch inkubace p¥*i 310 K se v 10 =l tekutého'nédié.euo-
“penduje 3 a% 5 kolonif. ‘ ’ - o
2. Na petriho ‘misky o @ 15 cm se naleje 15 ml agarového médis a neché ztuhnout.
3. Suspenze korynebakterii (1) se pfenese do 1000 ml bujonového média, dobfe se (pro-
michd a sterilnd se navrstvi 3 25 ml na agarovéd média (2), -
© 4, Takto nakultivovand Petriho misky se nechaji inkubovat 48 h, p¥L 310 K Bojlépe
-vloZzend do igelitovych saZkd a Po této dob& se porost smyje sterilni zahnutou sklendnou
ty&inkou a pfenese do sterilnich centrifugalnich kyvet, Odst’eduje se 1 h, pFi ota&kdch
5000 min,~t, ' -
5. Po ukontend centrifugaci se sterilns 0ddél{ supernatant od sedimentu, Sodi;ent
se kontroluje kultiva&nd, izolaci na Jednu kolonii, ne &istotu kmene. 4
6. Ziskany supernatant se povazuje za surovou formu korynebakteridlni exolétky. Jeho
aktivite se titruje prots prepurifikovanéd formé stafylokokového beta~toxinu, pfipravevané
znédmou metodou HAQUE, R, U, = BALDWIN, J, N,: Purification and properties of staphylococ~
cal beta hemolysin, II, Purification of beta hemolysin, 3, Bacteriol,, 100, 1969,A£. 751~
-759, ' ‘ o s
7. Titrace surové formy (6):
a) ve zkumavkéch 6e pripravi geometrickd fada Feddni surové formy ve fyziologickén rozto~
ku 's 0,001 M (findlni obsah) Mgso4, v objemu 0,25 ml;
b) ke kafdému Fed&ni se p*idé 0,5 ml 2 % suspenze 3 x propranych ov&ich eryfrocytd:
c) tato smds se inkubaje 1 h, p¥i 310 K Aby se zabrianilo sedimentaci erytrocyto Je nute
‘¢ smés vidy po 10 min, dobFe protiepat; ' \
d) po inkubaci (c) se do kaidé zkumavky prfidé 0,25 ml atefylokokového beta-toxinu (6)s<b~
sshem 20 jednotek aktivity v 1 ml; " ' '
6) zkumavky se dobie prot¥epou a nechaji inkubovat 1 h, p*i 310 K, Zabrénéni sedimentace
le stejné jsko v bods c); ‘ ‘
f) po ukon&eni inkubace (e) se zkumavky premisti do chladni&kové teploty (cca 277 K);-
prot¥epdvaji se po 10 minutéch po dobu nejménd jedné hodiny, Potom se reakce hbdnoti:
g) pro moZnost sprévného hodnoceni reakce je nutné uddlat tyto kontroly:
1) kontrola surové formy se provédi tak Ze se ve zkumavkdeh piipravi Jeji Feddni
ve fyziologickém roztoku, Do prvni zkumavky 8e dé pouze 0,25 ml surové formy,
"ve druhé a tfetdi zkumavco se pFipravi v objemu 0,26 ml jeji Fedéni 1:2 a l:4,
'Ke kadé zkumavce se pridé 0,26 ml fyziologického roztoku (a) a 0,5 ml 2 % ery-



trocytd (b). Tak vzniknou konel&nd #eddni surové formy 1:4, 1:8 a 1:16.
1i) Kontrola erytrocytd se provede smiZenim 0,5 mlfyziologického roztoku {a) e 0,5
ml 2 % erytrocytd (b).
111) Kontrola stafylokokového beta-toxinu (6) se provddi smichinim 0,26 ml beta-to-
xinu, obsahujiciho 20 jednotek aktiwvity v 1 ml, 0,25 ml fyziologického roztoku
(a) @a 0,5 ml 2 % erytrocytd (b),
Kontroly se inkubuji stejn&, jako zkumavky titrace surové formy,

8, Hodnoceni titrace surové formy: pfi popsaném postupu je ve zkumavkdch Fed&ni syro-
vé formy 1:4, 1:8, 1316 ..,. a% 132040, V kaidé zkumavce je pdt jednotek aktivity stafylo«
kokového beta-toxinu a 1 % ov&ich erytrocytd, to vie v celkovém objemu 1 ml v kaZidé zku-
mavce, Za jednotku aktivity ee povaZuje to posledni Feddni surové formy, které jedtd za-
brani hemolyze erytrocytd, k ni% dochézi v ddsledku H-C efektu stafylokokového beta-toxi~-
nu, Pro hodnoceni je vyznamny vysledek v kontrolach, V kontrole surové formy (1), stejné
jako v kontrole erytrocytd (ii) neyni dojit k hemolyze, V kontrole beta~toxinu (1it), musi
byt uplné hemolyza,

9, Extrakce a prepurifikace korynebakteridlni exoldtky se d&ld precipitaci acetonem
ochlazenym na 253 K tak, %e se k jednomu objemu surové formy (6) piidaji dva objemy aceto-
nu, Po dvouminutovém pleobeni se tato smds & vytvorenym precipitétem centrifuguje pii 5000
oté&kdch za minutu po dobu jedné hodiny.

10, Po ukonteni centrffugace se odetrani supernatant & sediment se rehydratuje redest,
steril.Hzo tak, aby vzhledem k vysledku titrace surové formy (8) odpévidal finalni obsah
wca 5000 jednotek aktivity na ml,

11. Popsanym zplsobem rehydratovand prepurifikovend forma (10) ee titruje ne skute&ny
obsah jednotky aktivity, PFipravi se jeji zdkladni *edéni 1:100 a z tohoto. vidy v objemu
0,25 ml fed&ni 1:250, 1:500, 11750, 1:1000, 1:1250, 1:1500, 1:2000, 1:2500, 1:3000,
134000, 1:5000, Dalsi postup je stejny jako pFi titraci surové formy (7.b=7.f). Findlni
fed&ni titrované prepurifikované formy jsou: 1:1000, 1:2000, 1:3000, 1:4000, 1:5000,
116000, 1:8000, 1:10.060, 1:12,000, 1:16,000 a 1:20,000, Kontrola prepurifikované formy
se d&ls s feddnimi 1:250, 1:500 a 1:750, Daldi postup podle (7.9.1). Kontrola erytrocytd
8 kontrola beta-toxinu odpovidéd (7.g.1i @ 7.9.441).

12. Hodnoceni titrace prepurifikované formy je stejné, jako hodnoceni titrace surové
formy (8). Posledni Feddni brénici hemolyze se povaiuje za Jednu jednotku aktivity prepuy-
rifikované formy, Je tedy obsah jednotky aktivity v jednom ml rehydratovandho precipitatu
(IQ) roven recipro&ni hodnotd jeho redéni v titraci,

13. Po'vyhodnoceni titrace prepurifikované formy se tato upravi na koneZnou hodnotu
jednotek aktivity v 1 ml ~ optimélné na 5000 - pznedi se jako Corex a konzervuje se zmra-
senim na 263 K nebo lyofilizaci, Pred jeji konzervaci je nutné provést kontrolu sterility
ziskaného preparétu,

PREDMET VYNALEZU

Zplsob vyroby prepuriftkované sfingomyelindzy D, vy zna &ujici ee tim, 2e na
sgarovy podklad se navrstvi bujonovy film e inokulem Corynebacterium pseudotuberculosis
8 nechd se pomnoZit 24 aZ 48 hod, pii teplotd 308 K a% 311,5 K, smyty nédrdst se odstiedi
a ziskany supernatant se smich4d s 1,5 a% 3 objemy acetonu ochlazendho na 258 K ai 248 K
a neché se to 1,5 min, 8% 30 min, plsobit, poté se smde odst¥eduje 50 a: 70 min,, poté ee
rychle a dokonale odstrani supernatant a sediment, ktery je prepurifikovanou formou sfine

gomyelindzy D se rehydratuje ve sterilni destilované vods,
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