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Vynélez se tykd zplsobu 3lechtin{ mikro-
organismu Bacillus subtilis pomoc{ muta~
%enn:(ch zésahd UV svétla o vlinové délce

53,7 nm neb N-nitroso-ethylmo&ovinou
a 3 a% 4nédsobné selekce, ¥imf se ziskd
kmen schopny sporulovat v 85 af 90 %

populace.
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Vynélez se tykd zpisobu ¥lechténi mikroorgenismu Bacillus subtilis, napt. Jjeho
kmene BS 20, za ulelem ziskéni nového kmene s mohutnou sporulaci & jeho vyufiti pro
ovliviiovéni stievni mikroflory hospoddéiskyfch zvilat. '

Zivotni cyklus sporulujicich mikroorganismi je tvoien dvéna odlilnymi fézemi: vege-
tativnim ristem a sporulac{. Kontrola vegetativniho ristu vyluduje viak sporulaci )
a obrdcend. Oba procesy se odli¥uji v ndkolike aspektech: v nérokovdni energie, v enzy-
mové aktivit, ve vyZivovych nérocich apod. V nejjednodud¥i fora¥ se regulace projevuje
"nadasovenou " syntézou nékterych mikrobidlnich enzymi a produkti.

Okelem vynélezu je vypracovat zpisob 3lechténi mikroorganismu Bacillus subtilis
za delem ziskéni nového kmene s mohutnou sporulaci a jeho vyuZiti pro ovlivni¥ni stievni
mikroflory ndkterych hospodéfskych zvitat. Vychozim materidlem pro Slechtini je kmen,
ozna&eny BS 20, ktery se vyznaluje slabou sporulaci, takife vysporulovévé jen 60 %
populace a ne masopeptonovém agaru tvoti kolonie rdzného tvaru a pdvrch\i od drsnych
a% po hladké a s pravidelnym e lelodnatym okrajem. :

Zpisob &lechténi{ a selekce kmene BS 20 mikroorgenismu Bacillus subtilis, ;)ého!
sporulace je omezend, spolivéd v tom, e se suspenze Jeho spor oni‘uje UV gvitlem germi-
cidnf lampy s maximem zéFeni v oblasti vlnové délky 253,7 nm o vykonu 10,7 J/-z/a ze
vzddlenosti 20 aZ 25 cm po dobu 60 a% 90 s, pripadnd Zfe se na kulturu jeho vegetativanich
‘bundk pisobf N-nitrosoethylmodovinou ve vodném roztoku s hodnotou pH 6,0 a v koncentraci
5.10" mM po dobu 60 a¥ 90 min, nade? se izoluj{ mutanty, které se ddle selektujf. P¥i
gelekci se sledujf izoléty se zvy3enou schopnosti sporulace a t{m je dosaZeno plnd
sporulujictho kmene Sp“, u kterého vysporuluje 85 aZ 90 % populace. . :

Principem je aplikace mutagenu na sporovou suspenzi nebo na suspenzi vegetativnich
bunék. Jako mugateny je moZno pouft nitroso~ a thio-slouleniny charakterigzovené methyl-
a alkyl-sktivitou, a to pPednostnd ne vegetativni bunky, nebo UV zé¥eni &i gamme-paprsky
na spdrovou suspenzi. Pro ziskéni kmene sp*t je 8 vyhodou poufito fyzikélnich mutageni.
Roztoky mutegend se pfipravuji v koncentraci Pddové 1. 107! oM a plisobi se jimi 60 aZ
90 min.

Vychozi sbirkovy kmen BS 20 mikroorganismu Bacillus subtilis, ktery se vyznaluje
menS{ sporulaci, tvo¥i na masopeptonovém ageru kolonie rozliZného tveru e povrchu,
od drsnych ek po hladké, s okrajem pravidelnym ei laloZnatym. Mutagennim zésshem o
nésledujici dvou ef t¥indsobnou selekci seziské novy kmen Bacillus subtilis CCM 3 623,
ktery na masopeptonovém egeru tvoli prevdiné drsné kolonie a neprodukuje pigment,
nebo jen pigment slab# hnddavy, aifundujict do Zivné pidy, a ktery se vyznafuje mohutnou
sporulaci (SP'H' 85 8% 90 %). Jeho spdry jsou odolné vi¥i zehfivéni do 80 %¢ po dobu
30 e 45 min. Pro svojl odolnost Je schopen dlouhodobym poddvénim ovlivnit mikrofléru
zeifveciho traktu hospodéPskych zvifat a umofnit tak i plné vyuziti poddveného krmive.

Z{skenou vlastnost mohutné sporulace lze prokézat ne sporula¥nich pidédch, nepi. -
ne masopeptonovém sgaru, na A de King-egeru spod., ale z hlediske praktického i p¥i
submerzni kultiveci na t¥epacim atroji. N

V souhlase s poznatky humanni mediciny zdstévajl spory Bacillus subtilis podené
v dostateiném mnoZstvi v dietd Zeludkem nedotZeny d&inkem nizkého pH a trdvicich enzymi.
Kli%eni spor zeafind e v tenkénm stfevd a kultura se vyviji do vegetativni formy vlivem
tepla, vlhkosti a sloZeni prostfedi. Je nutné, aby kli&eni spor a vivo] vegetativnich
bundk byl dostatein¥ rychly vzhledem k pohybu materidlu v zeifvacim traktu. PFi kliZent
g6 uvolhuji bakteriolytické enzymy, které plsobi na ostatni nefddouci mikrofloru a dochdzi
k vytvoreni ptirozeného poméru pfitomnych mikroorgeni smi, nepf. coliformnich bekterii a
enterckokd apod. Tim je ddna i v¥td1 odolnost zvifete k nékezém zaffveciho traktu.
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Pr{kled kultivace vySlecht¥ného imene Bacillus subtilis sbirkového oznadeni
CoN 3 623: Kulturou tohoto kmene, vyrostlou na 3ikmém masopeptonovém agaru p¥i 37 o¢c
za dobu 4 a% 5 dni a pek ulofenou v chladnifce p¥i +5 Oc, se pomoei kli¥ky olkuje 80 ml
" pddy v Erlenmayerovd befice o objemu 750 ml. Zivnd pida mé toto slofeni:

kukuiiénd mouka 1,8 % hmot.
glukdza 1,8 % hmot.
kukutidny extrakt 1,0 % hmot.
Zns0,.H,0 0,2 % hmot.
CaCO, 0,3 % hmot.
820 zbytek

Hodnota pH pidy se neupravuje. Sterilizace této 2Zivné pidy se provédi p¥i teplotd
120 °C po dobu 30 min. Banky se kultivuji na rotaini trepalce s 240 ot/min a s vychylkou
25 mm pii teplotd 37 9C po dobu 48 s% 54 hodin. Sporulace se zjistuje vysevem suspenze
po 15 minutovém zehfivéni na teplotu 75 ©C na sporuladni pidu a pro kontrolu sporulace
slouf{ nazehi{vend suspenze. Kultura sporulu:]'e v rozmezi 85 af 90 %,

PREDMET VINALEZU

1. Zpisob Slechténi mikroorganismu Bacillus subtilis, nepi. jeho kmene, oznateného
BS 20, vyznadujici se tim, Ze se suspenze jeho spor ozafuje UV svEtlem germicidni lampy
s maximem zé&¥eni v oblasti .vlmové délky 253,7 nm o vykonu 107 J/mz/s ze vzdélenocsti 20 cm
po dobu 60 af 90 s, pripadnd Ze se na kulturu jeho vegetativnich bun#k pisobl N-nitroso- -
~ethylmo¥ovinou ve vodném roztoku s hodnotou pH 6,0 a v koncentraci 5,107 " mi po dobu 60
a% 90 min, nate? se izolujf mutanty, které se pak podrobl selekcim, prinich% se sledujl
iz0léty se zvydenou schopnosti sporulece a po 3 a3 4 selekinich pokusech se zf{skd izolét
schopny sporulace v 85 a% 90 % populace.

2, Vyslechtdny kmen mikroorganismu Bacillus subtilis sbirkového oznaZeni CCM 3 623,
schopny sporulace v 85 aZ 90 % populacs, jeho? spory jsou resistentni k tepelnému
nsméhént do 85 °C po dobu 30 s 45 min.
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