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KULTIVACIA STRIKTNE ANAEROBNYCH BAKTERII V PATOCKOVYCH NADOBACH

1. Popis metodiky
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Ovod

UZ dlhSiu dobu je zndme, Ze niektoré auten-
tické baktérie prirodzenych, striktne anaerob-
nych ekosystémov — c¢revné baktérie, bacho-
rové baktérie a pod. — su za prirodzenych
podmienok extrémne pocetné, zatialCo velmi
zle rastu in vitro za dodrZania beZnych pod-
mienok anaerobidzy. Je to zapric¢inené ich pris-
nymi rastovymi poZiadavkami a vysokou citli-
vostou na kyslik. Najvhodnej$im ukazovatelom
anaerobidzy je oxidoredukény potencidl. Oxi-
doreduk¢ény potencidl predstavuje Siroku a
stdlu Sk4lu, pomocou ktorej je moZné Studo-
vat vztahy medzi aerobnymi a anaerobnymi
podmienkami v réznom systéme. Kyslik pdso-
bi so zloZkami buniek alebo kultivacného mé-
dia prostrednictvom chemickej reakcie. Nasled-
kom tejto reakcie su zloZky buniek alebo kul-
tivacného média silne oxidované. Stupell oxi-
d4cie alebo redukcie chemického systému sa
urCuje pomocou redox potenciélu.

Niektoré z anaerobnych mikroorganizmov
nie si zabijané vysokym redox potencialom,
nie sti vSak schopné rastu a mnoZenia, ak mé-
dium nie je silne redukované. Naproti tomu
iné druhy mikroorganizmov si vysokym redox
potencidlom zabijané, pretoZe st u nich ire-
verzibilne naruSené urcité esencidlne systémy.

V domaécej literatire Sekaninova (1970,
1973) popisala vhodny spdsob pre kultivaciu
fakultativne anaerobnych baktérii. PouZila me-
tédu fyzikdlnej anaerobiézy pomocou prenos-
ného sterilizdtora STE 37/11, ¢iastotne spojenti
s biologickou anaerobi6zou.

Zo zahranicnej literatiry je potrebné spo-
menit metédu, ktoru popisali Mitsuoka a kol.
. (1969), a anaerostatovi metédu, popisant Sin-

kovicsom (1974). Obe uvedené metddy maji ne-
vyhodu v znacnej narocnosti, ako aj v ekono-
mike prevadzky.

Za najvhodnejSiu povaZujeme metodiku, kto-
ra popisal Hungate (1969). Pri tejto metdde
je vzduch z kultivaénych nadob vytlad¢any po-
mocou plynu zbaveného kyslika. ObyCajne sa
pouZiva kysliénik uhli¢ity, vodik, dusik alebo
zmesi tychto plynov. Najvhodnejsi je kysliénik
vhlicity, pretoZe je taZ$i ako vzduch, je rela-
tivne lacny a hodnotny v pufrécii.

Takéto kultiry nevyZaduju Specidlne inku-
batory a moéZu byt vybrané a skimané aj bez
Specidlnych opatreni zabezpecujicich anaero-
biézu, ak st dobre zazdtkované. Ak si otvore-
né (inokulacia, preoCkovéavanie), anaerobidza
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Obr. 1

moéZe byt kontinudlne udrZiavand pocas po-
trebnych ukonov neustdlym privodom plynu
zbaveného kyslika.

Nami popisand metodika je vlastne modifi-
kéciou metody, ktort popisal Hungate v r. 1969.

Metodicky postup

Odstranenie kyslika z plynov pomocou redu-
kovanej medi

Vertikalny stlpec ohriatej medi (vo forme
hrubého medeného prasku) je vyborny a eko-
nomicky na odstrariovanie kyslika z plynov.
Bolo vyvinutych vela modifik4cii tejto metddy.
My sme zvolili metddu, v ktorej sa med vloZi
do skleneného stipca z Pyrex skla (obr. 1)
s vnutornym diametrom 25 mm, so zdZenym
vrchom a spodkom, umoZiujicim upevnenie
gumenej hadice alebo spojok z mlieCneho skla.
Stlpec je vyhrievany elektricky na teplotu oko-
lo 350°C s cievkou z nikel-chromového drotu
obalenéhlo okolo stlpca. Potrebny vykon sa
meni v zhode s mierou izoldcie. Tok plynu
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vstupuje do dolnej &asti stlpca a opusta ho cez
vrchntu c¢ast. Sklo nad povrchom medi nie je
obalené azbestom. To umoZiiuje vizudlnu kon-
trolu redukcie medi, ¢o sa prejavuje jasnou
farbou medi oproti tmavej farbe CuO. Reduk-
cia je prevaddzana prevedenim vodika cez stl-
pec. Na zamedzenie expldzie rira musi byt
naplnend CO, kvOli Uplnému vytlaCeniu kys-
lika pred zavedenim vodika. Prechod z jedného
plynu na druhy bez vstupu kyslika je Iahko
preveditelny pouZitim sKkrédtenej Pasteurovej
pipety (obr. 1), ktora je zavedena v rovine
pred medenym stlpcom. Kysliénik uhli€ity ale-
bo dusik sa zavaddza malou rychlostou toku a
potrubie je otvorené spojkou v bode A, ak gu-
mennd hadica v bode B je otvorenda. Konstrik-
ciou gumennej hadice v bode B je vstup plynu
do stlpca uzatvoreny. Gumenna hadica, nestca
pomaly tok vodika, je zakoncend tieZ Pasteu-
rovou pipetou. Tato pipeta je vsunutd do uza-
tvoreného volného konca gumennej hadice
v bode A po vytiahnuti predoSlej predplynova-
cej hadice (privod CO; na odstranenie vzduchu
zo stipca) a vzduch je vytladeny zo spojovacej
hadice B drZanim hadice za volny koniec.
V momente, ked sa pipeta zaéina vsuvat do
hadice, ktora je postupne uvolilovana tlakom
pipety, je moZné hadicu znova tplne otvorit
v bode B. Potom, ak je uZ med vodikom redu-
kovand, pouZije sa rovnaky postup pri vyme-
ne plynov spdt na kysliénik uhliity bez vstu-
pu vzduchu do hadice.

Elektricky prud je na nikel-chrémové vlak-
no privadzany kontinudlne. N&klady na spo-
trebu elektriny pre vyvinutie potrebného tepla
sti nepatrné, ak je sprdvna izolacia.

Obalenie stlpca tenkou azbestovou vrstvou
sa robi tak, Ze sa najprv obaluje sklenend rura
okolo bazy a postupuje sa smerom hore aZz
k vrchu hladiny medi. Oloveny praskovy azbest
sa navlhéi a potom sa nim obaluje v Ziaduacej
hribke okolo riry a nikel-chrémového vlakna.
Praskovy azbest sa potom vysusSil a stal sa tym
dostato¢ne pevny pre podporu a drZanie ciev-
ky a elektrického vedenia. Skleneny stlpec a
azbest v baze modZe byt podoprety a blizko vr-
chu eSte upevneny.

Odstranenie Kkyslika z meédii a ostatnych
roztokov

Najjednoduch$im sp6sobom na odstranenie
kyslika z tepelne stabilnych roztokov je ich
prevarenie na dobu asi jednej mintty. Potom
je moZné anaerobi6zu lahko udrZat nahrade-
nim pary plynom zbavenym kyslika ako chla-
dicom n&doby.

Ak je roztok tepelne labilny, mdZe byt z ne-
ho kyslik odstrdneny prebubldvanim s plynom
zbavenym Kkyslika. Rychlost odstrariovania kys-
lika je tak podstatne pomalSia. je potrebné
prebublavat 30 minit aZ hodinu.

Priprava anaerobnych meédii

Médid je najvhodnejSie pripravovat vo v&cg-
§ich mnoZstvach a potom ich prenéaSat do kul-

Obr. 2

tivaénych nadob pred autokldvovdnim alebo
po autoklavovani (obr. 2).

Ako kultivaéné kontainery st vhodné Patoc-
kove ndadoby, vyrobené z ohiiovzdorného skla,
za pouZitia butylovych zatok. Princip pouZitia
zatok je na obrdzkoch 3 a 4. Gumennd hadica
vedica tok plynu je pripravend distidlne k in-
jek¢nej ihle, ktord moéZe byt plameriom lahko
sterilizovana. Médium sa najlepSie prenésa po-
mocou sérologickej pipety, ku ktorej je pri-
pevnend asi 60 cm dlha dstna hadica
(obr. 5). Ovladdanie pipety dudstnou hadicou
umoZiluje lepSie vytlaCenie kyslika ako obvyk-
lou technikou. Do pipety pred nasatim meédia
prv nasajeme plyn, ¢o ndm prezradi chut. Po-
tom je pipeta uzavretd stlatenim gumennej ha-
dice medzi palcom a prvym ¢ldankom ukazova-
ku (obr. 5). Pipeta je drZané ostatnymi dvoma
prstami. Pri prebytku urcitého mnoZstva mé-
dia mnoZstvo v uzavretej pipete sa lahko mo-
Ze vyrovnat na poZadovany objem zmenou uhla
medzi palcami a ukazovdkom. Po ziskani pra-
xe mdZe byt kultivacéna nadoba, plynovacia ihla
a pipeta stiCasne a primerane ovlddané jed-
nym pracovnikom.

Uzatvaranie nadob

Robi sa to vkladanim butylovej zatky pomo-
cou palca a prstu jednej ruky, drZiac pritom
nadobu s ostatnymi troma prstami, s plynova-
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Obr. 3

Obr. 4

cou ihlou nehybne uloZenou na svojom mieste.
Zatka sa vtlaci do takej miery, aby bolo moZ-
né protitahom vytiahnut plynovaciu ihlu. Sché-
maticky to demonstruje obrdzok ¢. 6. Butylové
zdtky st domécej vyroby a su Gplne neprie-
pustné pre kyslik.

Povaha kultivaéného média

ZloZenie kultivacného média je u jednotli-
vych druhov baktérii urcéené. Pre vSetky druhy
médii vSak plati, Ze ich pufratnéd kapacita mu-
si byt vysokd a musia obsahovat redukéné d&i-
nidla. Je dadvno zname, Ze znacny uspech v kul-
tivdacii by znamenalo objavenie niektorych
esencidlnych Zivin pre urc¢ité druhy striktne
anaerobnych baktérii, ktoré st doposial esSte
nezndme a su sticastou takych pridavkov, ako
su bachorova tekutina, odpadové vody, kal
a pod. (Hungate, 1963].

Mylroie a Hungate (1954) preskusali rad re-
dukénych ¢inidiel, ako si: vodik, thioglykolat
sodny, cystein, NaS, H,S a ditioni¢itan. Za naj-
vhodnejSie povaZuju pouZivat cystein. HCI-Na,S
(je to roztok obsahujici 2,5 % w/v z kaZdej
zloZky) alebo cystein HCl samotné.

Z hladiska pufrécie sa priddva hydrouhlici-
tan sodny (Dehority, 1971).

Obr. 5

Obr. 6

Z hladiska vizudlnej kontroly redox poten-
cidlu média sa doporucuje pridavat do média
indikator redox potencidlu. NajvhodnejSie je
priddvat resazurin v koncentracii 0,0001 %. Je
indikatorom redox potencidlu nad —0,042
(Bryant, 1963). Pri potrebnom nizkom redox
potencidle je bezfarebny. ZvySenim redox po-
tencidlu meni farbu cez ruZovd na modru.

Sterilizacia

BeZne sa robi tlakové sterilizdcia parou pri
120°C a 1,5 atm. U zloZiek, ktoré sa nemdzZu
sterilizovat, prevddza sa tlakova filtracia za
anaerobnych podmienok a st privddené do
média tesne pred inokuldciou.

Inokulacia médii a odber koldnii

Inokulécia sa prevadza tesne pred stuhutim
rozpusteného média. Takto vé&cSina kolonii
rastie v agare, ale ak velkost koldnii vystupi,
siahaji aZ k plynovej interfdze a rasti dalej
ako povrchové koldnie. MdZu siahat aj k stene
skimavky a rést vo forme filmu medzi agarom
a stenou nadoby. Ihned po inokuléacii otd¢ame
nadoby pod pridom tecticej studenej vody ale-
bo v nddobe s ladovou vodou. Vzhlad kolonii
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rovnakého druhu baktérii na rdéznych- lokali-
tdch sa modZe do znacCnej miery liSit, o modZe
viest u nesktiseného pracovnika k chybnym za-
verom o Cistote kultiry, resp. k tazkej diferen-
ciacii druhov pri primokultivdcii. Tieto problé-
my sa vSak skuisenostami odstrania. Vzhlad
porastenych kolonii je na obr. 7. Inokulacia
sa prevadza sterilnou anaerobnou striekackou.
Riedenie sa prevadza tieZ v PatoCkovych nédo-
bach za pouZitia sterilnej anaerobnej strieka¢-
ky (obr. 8).

Na prendSenie (odpichovanie) kolonii je naj-
vhodnejSia upravena Pasteurova pipeta, do
ktorej bol predtym nasaty plyn, a tym su ko-
lénie aj pocas prendSania v pipete chrénené
pred vplyvom kyslika (obr. 9]).

Obr. 7

Obr. 8

Kritéria éistoty

Cely rad aerobnych baktérii by mohol poréast
v pripade zlej anaerobi6zy. Tieto kontaminan-
ty ndm odhali indikator redox potencialu ale-
bo ich charakteristiky, akc si: velkost kol6-
nie, konzistencia, priehladnost, okraje, tvar
a pod.

Pri raste kolonii je najlepSim ukazovatelom
Cistoty rychlost rastu, druh a typ kolonii. Ak
vSetky koldnie pochéadzaji z jedného druhu,

Obr. 9

pocet kol6nii v nddobéach so sériovym riedenim
klesd v zhode s miercu riedenia.

Uskladnenie kultir

Tato otazka eSte nebola uspokojivo prestu-
dovana. Uskladnenie sa v zdsadach neliSi od
inych kultivacnych metod. Vyhodou tejto me-
todiky je, Ze dobre zazatkované nddoby modZzZu
byt uskladnené prakticky na neobmedzeni do-
bu bez vysuSenia alebo oxidacie kultir. Podob-
né vyhody st aj v pripade uskladnenia neino-
kulovanych sterilnych nddob s kultivaénym
meédiom.

Cely rad kmeriov anaerobnych baktérii osta-
va naZive po dobu niekolkych mesiacov, ak je
kultira ihned zmrazend a drZand pri teplote
suchého ladu.

Pri obzvla$t dlhodobom uskladneni je mozZné
kultary lyofilizovat a uloZit v zatavenych am-
pulkdch pod atmosférou kysli¢nika uhli¢itého
alebo iného plynu.

Siithrn

V domécej odbornej literatiire je pomerne
malo popisand a diskutovand oblast anaerob-
nej kultivacie. Preto bola rozpracovand meto-
da kultivacie striktne anaerobnych baktérii na
principe, ktory popisal Hungate (1969). Na
rozdiel od pdvodného popisu sa pouZili na-
miesto skumaviek PatoCkove né&doby, ktoré sa
zdaju byt omnoho lepSie pre tcely anaerobnej
kultivacie.

\

Poznamka: Rozsiahly podrobny popis metodiky je po-
dany v pracach NiStiar (1978) a NiStiar, Huddkova a
Semanova (1978).
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