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KULTIVÄCIA STRIKTNE ANAERDBNÝCI-I BAKTÉRIÍ V PATOČKOVÝCH NÁDOBĂCH

1. Popis metodiky

Kpt. MVDr. František NIŠTIAR, kpt. MVDr. Peter ZEMENČÍK, Tatiana HUDÄKOVÄ
a Danica SEMANOVÄ

Vojenský veterinárny doškolovaci Výzkumný ústav, Košice

Úvod

Už dlhšiu dobu je Známe, že niektoré auten-
tické baktérie prirodzených, striktne anaerob-
ných ekoSyStémov — črevné bakterie, bacho-
rové bakterie a pod. — Sú Za prirodzených
podmienok extrémne početné, Zatial'čo velmi
Zle rastú in vitro Za dodržania bežných pod-
mienok anaerobiózy. Je to Zapríčinené ich pris-
nymi rastovými požiadavkami a vysokou citli-
vost'ou na kyslík. Najvhodnejším ukazovatel'om
anaerobiózy je oxidoredukčný potenciál. Oxi-
doredukčný potenciál predstavuje širokú a
Stálu škálu, pomocou ktorej je možné študo-
vat' vztahy medzi aerobnými a anaerobnýıni
podmienkami v rôznom systéme. Kyslík pôso-
bi So Zložkami buniek alebo kultivačného mé-
dia prostrednîctvom chemickej reakcie. Nâsled—
kom tejto reakcie Sú Zložky buniek alebo kul-
tivačného média silne oxidované. Stupeň oxi-
dácie alebo redukcie chemického Systému Sa
určuje pomocou redox potenciálu.

Niektoré Z anaerobných mikroorganizmov
nie Sú Zabijané vysokým redox potenciálom,
nie -sú však schopné rastu a množenia, ak mé-
dium nie je silne redukované. Naproti tomu
iné druhy mikroorganizmov sú vysokým redox
potenciálom Zabijané, pretože sú u nich ire-
verzibilne narušené určité esenciálne Systémy.

V domácej literatúre Sekaninová [1970,
1973] popisala vhodný spôsob pre kultiváciu
iakultatívne anaerobných baktérii. Použila nie-
tódu fyzikálnej anaerobiózy pomocou prenos-
ného Sterilizátora STE 37/11, čiastočne spojenú
S biologickou anaerobiózou.

ZO Zahraničnej literatury je potrebné spo-
menút' metódu, ktorú popísali Mitsuoka a kol.
[1969], a anaerostatovú metódu, popisanú Sin-
kovicsom [1974]. Obe uvedené metódy majú ne-
výhodu v Značnej náročnosti, ako aj V ekono-
mike prevádzky.

Za najvbodnejšiu považujeme metodiku, kto-
rú popisal Hungate [1969). Pri tejto metóde
je vzduch Z kultivačných nádob vytláčaný po-
mocou plynu Zbaveného kyslíka.. Obyčajne sa
používa kysličnik uhličitý, vodík, dusík alebo
Zmesi týchto plynov. Najvhodnejši je kysličník
uhličitý, pretože je t'ažši ako vzduch, je rela-
tivne lacný a hodnotný v pufrácii.

Takéto kultúry nevyžadujú špeciálne inku-
bátory a môžu byť vybrané a skúmané aj bez
špeciálnych opatreni Zabezpečujúcich anaero-
bióZu, ak Sú dobre Zazátkované. Ak sú otvore-
né [inokulácia, preočkovávanie), anaerobiéza
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Obr. 1

môže byt' kontinuálne udržiavaná počas po-
trebných úkonov neustálym prívodom plynu
Zbaveného kyslíka.

Nami popísaná metodika je vlastne modifi-
káciou metody, ktorú popisal Hungate v r. 1969.

Metodický postup

Odstránenie kyslíka z plynov pomocou redu-
kovanej medi
Vertikálny stlpec ohriatej medi [vo forme

hrubého medeného prášku] je výborný a `eko-
nomický na odstraňovanie kyslíka Z plynov.
Bolo vyvinutÿch veľa modifikácií tejto metódy.
My sme Zvolili metódu, v ktorej sa Ined" vloží
do skleneného StÍpca Z Pyrex Skla [obr. Ťl]
s vnútornym diametrom 25 mm, So Zúženým
vrchom a spodkom, umožňujúcim upevnenie
gumenej hadice alebo Spojok Z mliečneho Skla.
StÍpec je vyhrievaný elektricky na teplotu oko-
lo 350°C s cievkou Z nikel-chrómového drôtu
Obaleného okolo stlpca. Potrebný výkon Sa
meni v Zhode S mierou izolácie. Tok plynu
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vstupuje do dolnej časti stlpca a Opúšt'a ho cez
Vrchnú časť. Sklo nad vrchOm medi nie je
Obalené aZbestOm. TO umožňuje vizuálnu kon-
trolu redukcíe medi, čO sa prejavuje jasnou
farbou medi oproti tmavej farbe CuO. Reduk—
cia je prevádzaná prevedením vodíka cez stl-
pec. Na zamedzenie explózie rúra musí byt'
naplnená 002 kvôli úplnému vytlačeniu kys-
líka pred zavedením vodíka. Prechod Z jedného
plynu na druhý bez vstupu kyslíka je ľahko
preveditel'ný použitím Skrátenej Pasteurovej
pipety (Obr. 1), ktorá je Zavedená v rovine
pred medeným stlpcom. Kyslíčník uhličitý ale-
bo dusík Sa zavádza malou rýchlost'Ou toku a
potrubie je otvorené spojkou v bode A, ak gu-
menná hadica v bode B je OtvOrená. Konstrik-
ciOu gumennej hadice v bode B je vstup plynu
do Stlpca uzatvOrený. Gumenná hadica, nesúca
pomalý tOk vOdíka, je Zakončená tiež Pasteu-
rOvOu pipetou. TátO pipeta je vsunutá do uza-
tvoreného volného konca gumennej hadice
v bode A po vytiahnuti predošlej predplynovaj
cej hadice (prívOd C02 na Odstránenie vzduchu
ZO stÍpca] a vzduch je vytlačený zO Spojovacej
hadice B držaním hadice Za volný koniec.
V momente, keď Sa pipeta Začína vsúvat' do
hadice, ktorá je postupne uvol’ñovanä tlakom
pipety, je možné hadicu znova úplne OtvOriť
v bode B. Potom, ak je už med' vodíkom redu-
kovaná, použije Sa rovnaký postup pri výme-
ne plynOv spät' na kysličník uhličitý bez vstu-
pu vzduchu do hadice.

Elektrický prúd je na nikel-chrómové vlák-
nO privádzaný kontinuálne. Náklady na spo-
trebu elektriny pre vyvinutie pOtrebnébO tepla
sú nepatrné, ak je správna izolácia.

Obalenie stlpca tenkou azbestovou vrstvou
sa rObí tak, že Sa najprv Obal'uje Sklenená rúra
Okolo bázy a postupuje sa smerom hOre až
k vrchu hladiny medi. Olovený práškový azbest
sa navlhčí a potom sa ním Obal'uje v žiadúcej
hrúbke Okolo rúry a nikel-chrómového vlákna.
Práškový azbest sa potom vysušil a stal Sa tým
dostatočne pevný pre podporu a držanie ciev-
ky a elektrického vedenia. Sklenený stÍpec a
azbest v báze môže byt podopretý a blízko vr-
chu ešte upevnený.

Odstránenie kyslíka z médii a Ostatných
roztokov
Najjednoduchším spôsobom na Odstránenie

kyslíka z tepelne stabilnÿch roztokov je ich
prevareníe na dobu asi jednej minúty. Potom
je možné anaerObiózu l'ahkO udržat nahrade-
ním pary plynom Zbaveným kyslíka ako chla-
dičOm nádoby.

Ak je roztok tepelne labilný, môže byt' z ne-
ho kyslík Odstránený prebublávaním s plynom
zbaveným kyslíka. Rýchlost' Odstraňovania kys-
líka je tak podstatne pomalšia. je pOtrebné
prebublávat' 30 minút až hodinu.

Príprava anaerobnýclı médií

Médiá je najvhodnejšie pripravovat' vO väč-
ších množstvách a potom ich prenášat' do kul-

Obr. 2

tivačných nádob pred autOklávováním alebo
po autoklávovaní (Obr. 2].

Ako kultivačné kontainery Sú vhodné Patoč-
kOve nádoby, vyrobené z ohñovzdorného skla,
za použitía butylových zátok. Princíp použitía
zátOk je na Obrázkoch 3 a 4. Gumenná hadica
vedúca tok plynu je pripravená dlstálne k in-
jekčnej ihle, ktorá môže byt' plameňOm ľahko
Sterilizovaná. Médium sa najlepšie prenáša pO-
mOcOu sérOlOgickej pipety, ku ktorej je pri-
pevnená asi 60 cm dlhá ústna hadica
(Obr. 5). Ovládanie pipety ústnOu hadicOu
umožňuje lepšíe vytlačenie kyslíka ako Obvyk-
lou technikou. DO pipety pred nasatím média
prv nasajeme plyn, čO nám prezradí chut’. PO-
tOm je pipeta uzavretá stlačením gumennej ha-
dice medzi palcOm a prvým článkoın ukazová-
ku (Obr. 5). Pipeta je držaná Ostatnými dma
prstami. Pri prebytku určitého množstva mé-
dia mnOžstvO v uzavretej pipete sa l'ahko mô-
že vyrovnat' na požadovaný Objem zmenou uhla
medzi palcami a ukazovákom. PO Získání pra-
Xe môže byt kultivačná nádoba, plynovacia ihla
a pipeta súčasne a primerane Ovládané jed-
ným pracovníkom.

Uzatváranìe nádob

Robí sa to vkladaním butylovej zätky pomo-
cOu palca a prstu jednej ruky, držiac pritom
nádobu s Ostatnými troma prstami, s plynova-
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Obr. 3

Obr. 4

cou ihlou nehybne uloženou na svojom mieste.
Zátka sa vtlačí do takej miery, aby bolo mož-
né protit'ahom vytiahnut' plynovaciu ihlu. Sché-
maticky to demonštruje obrázok č. 6. Butylové
zätky sú domácej výroby a sú úplne neprie-
pustné pre kyslík.

Povaha kultivačného média

Zloženie kultivačného média je u jednotli-
vých druhov bakterií určené. Pre všetky druhy
médií však platí, že ich pufračná kapacita mu-
Sí byt' Vysoká a musia obsahovat' redukčné či-
nidlá. Je dâvno Známe, že Značný úspech v kul-
tivácii by znamenalo objavenie niektorých
esenciálnych živín pre určité druhy striktne
anaerobných baktérií, ktoré Sú doposial' ešte
neznáme a Sú súčast'ou takých prídavkov, ako
Sú bachorová tekutina, odpadové vody, kal
a pod. [Hungate, 1963].

Mylroie a Hungate [1954] preskúšali rad re-
dukčných činidiel, ako Sú: vodík, thioglykolát
Sodný, cystein, NaS, H28 a ditioničitan. Za naj-
vhodnejšie považujú používat' cystein. HCl-NazS
[je to roztok obsahujúci 2,5 0/0 W/'v Z každej
zložky] alebo cystein HCl samotné.

Z hl'adiska pufräcie sa pridáva hydrouhliči-
tan sodný [Dehority, 1971].

ROČNÍK XLVIX. 1980, č. 1

Obr. 6

Z hl'adiska vizuälnej kontroly redox poten-
ciálu média sa doporučuje pridávat do média
indikátor redox-potenciálu. Najvhodnejšie je
pridávat' resazurín v koncentrácii 0,0001 0/0. Je
indikätorom redox potenciálu nad -0,042
(Bryant, 1963). Pri potrebnomV nízkom redox
potenciále je bezfarebný. Zvýšením redox po-
tenciálu mení farbu cez ružovú na modrú.

Stevrilizácia

Bežne Sa robí tlaková sterilizácia parou pri
120°C a 1,5 atm. U Zložiek, ktoré Sa nemôžu
sterilizovat', prevádza Sa tlaková filtrácia Za
anaerobných podmienok a sú privádené do
média tesne pred inokuláciou.

Inokulácia médií a odber kolónií

Inokulácia sa prevádza tesne pred stuhutím
rozpusteného média. Takto väčšina kolónií
rastie v agare, ale ak vel'kost' kolonií vystúpi,
siahajú až k plynovej interfáze a raStú d'alej
ako povrchové kolônie. Môžu siahat' aj k stene
skúmavky a ráSt' vo forme filmu medzi agarom“
a Stenou nádoby. Ihned' po inokulácii otáčame
nádoby pod prúdom tečúcej studenej vody ale-
bo v nádobe s l'adovou vodou. Vzhľad kolónií
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rovnakého druhu baktérií na rôznych- lokali-
tách sa môže do značnej miery líšit', čo môže
Víest' u neskúseného pracovníka k chybným zá-
Verom o čístote kultúry, resp. k t'ažkej diferen-
ciácii druhov pri primokultivácii. Tieto problé-
my Sa Však skúSenost'ami odstránia. Vzhl'ad
porastených kolónii je na obr. 7. Inokulácia
sa prevádza Sterilnou anaerobnou Striekačkou.
Riedenie sa prevádza tiež v Patočkových nádo-
bách za použitiasterilnej anaerobnej striekač-
ky (obr. 8].

Na prenášenie [odpichovanie] kolónií je naj-
Vhodnejšia upravená Pasteurova pipeta, do
ktorej bol predtým nasatý plyn, a tým Sú ko-
lónie aj počas prenášania V pipete chránené
pred vplyvom kyslíka (obr. 9).

Obr. 7

Obr. 8

Kritériä čistoty

Celý rad aerobných bakterií by mohol porást'
V prípade zlej anaerobiózy. Tieto kontaminan-
ty nám odhalí indikátor redox potenciálu ale-
bo ich charakteristiky, ako Sú: vel'kost' k016-
nie, konzistencia, priehl'adnost', okraje, tvar
a pod.

Pri raste kolónií je najlepším ukazovatel'om
čistoty rychlost rastu, druh a typ kolonií. Ak
Všetky kolónie pochádzajú Z jedného druhu,

Obr. 9

počet kolónii V nádobách So sériovým riedenim
klesá V Zhode S mierou riedenia.

Uskladnonie kultúr

Táto otázka ešte nebola uspokojivo preštu-
dovaná. Uskladnenie sa V Zásadách nelíši od
iných kultivačných Inetód. Výhodou tejto me-
todiky je, že dobre zazátkované nádoby môžu
byt' uskladnené prakticky na neobmedzenú do-
bu bez vysušenia alebo oxidácie kultúr. Podob-
né Výhody sú aj V prípade uskladnenia neino—
kulovaných sterilných nádob S kultivačným
médiom.

Celý rad kmeňov anaerobných baktérií ostá-
va nažive po dobu niekol'kých mesiacov, ak je
kultúra ihned' Zmrazená a držaná pri teplote
suchého l'adu.

Pri obzvlášť dlhodobom uskladnení je ınožné
kultúry lyofilizovat' a uložit' v zatavených am-
pulkách pod atmosférou kysličníka uhličitého
alebo iného plynu.

Súhrn

V domácej odbornej literatúre je pomerne
málo popísaná a diskutovaná oblast' anaerob-
nej kultivácie. Preto bola rozpracovaná metó-
da kultivácie Striktne anaerobných baktérií na
principe, ktorý popísal Hungate [1969]. Na
rozdiel od pôvodného popisu sa použili na-
miesto Skúmaviek Patočkove nádoby, ktoré sa
zdajú byt' omnoho lepšie pre účely anaerobnej
kultivácie.

l

Poznámka: Rozsiahly podrobný popis metodiky je po-
daný V prácach Ništiar [1978] a Ništiar, Hudáková a
Semanová [1978].
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