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Pouzitie izolatora pri selekcii kvasiniek
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Vyskumny dustav potravinarskeho priemyslu, Bratislava

V modernom kvasnom priemysle sa skoro vy-
lu¢ne pracuje s Cistymi kulturami, t. j. s takymi,
ktoré obsahuju iba jeden druh mikroorga-
nizmov. Vyznam ¢istych kultar, kt-of)}'mi sa za-
bezpetuje poZadovany priebeh kvasenia s moz-
nostami raciondlnych zédsahov do biologického pro-
cesu, bol uz zndmy v minulom storo&i (Hansen
1886, Lindner 1891), aviak aplikédcia ¢istych kultur
naraza eSte az dnes na niektoré technické tazkosti.
Najmé oddelovanie jednej bunky, t. j. operacia,
ktorou je podmienena priprava ¢istych kultdr, vy-
zaduje pri pouziti klasickych metéd podla Hansena
alebo Lindnera pomerne velmi mnoho ¢asu, a preto
sa len tazko moZze pouzif pri sériovej praci. Tiei
$lachtenie, pofaine riadend selekcia kvasnych
mikroorganizmov, a to predovietkym kvasiniek,
neobide sa bez pracovnej techniky oddelovania
mikrébnych jednotlivcov, ktord nemo#no v praxi
bezne pouzit (Kosikov 1954).

Z uvedeného vyplyva potreba pomerne jedno-
duchej izolatnej metédy, ktorou mozno spolahli-
vym spésobom v kratSom case ziskaf vicsi pocet
izolatorov, pri ¢om potrebné zariadenie nesmie byt
nakladné a jeho realizdcia v praxi musi byf I'ahko
preveditelnd. Podla nasich skisenosti vietkym
uvedenym poZiadavkam pri priprave &istych kul-
tar, resp, pri ich selekcii, vyhovuje izolator, ktory
navrhovali Necédsek, Puleckovd a Tesaf (1954).
V pbévodnej koncepcii bol sice tento izolator uréeny
na monosporicki izolaciu hib, najmd na sériovu
izolaciu spor penicilii a inych producentov anti-
biotik, avsak ako to uz jeho autori naznaécili, da
sa skoro rovnakym sposobom pou?it na oddelovanie
kvasinkovitych mikroorganizmov.

Obr, 1. — fzoId!or podla
Neédska, Pale¢kovej

a Tesafa
Obr, 2, — Izoldtor nasu-
nuty na objektiv mikro-
skopu

Pristroj, na ktorom pracujeme uZ treti rok, sme
ziskali z Vyskumného ustavu antibiotik v Rozto-
kach u Prahy, a to v prevedeni, na ktorom jeho
autori oproti pévodne publikovanému prototypu
previedli niektoré dalsie zlepsenia. Presnejsie tech-
nické udaje o izolatore st uvedené v citovanej
publikacii. Tuna chceme podat iba informativny
opis pristroja, ktory predstavuje wvalcovité teleso
nastvateIné v podobe objimky na objektiv mikro-
skopu (obr. 1 a 2). Zo spodnej &asti nasadového
valCeka, obratenej k stolu mikroskopa, vyustuje
tribka, ktord sa oznafuje ako izoladnd, kedze sluzi
k vlastnému oddelovaniu mikrébnych ¢astic. Izo-
lacia sa prevadza tym spésobom, Ze sa nastavova-

cou skrutkou posiiva tubus mikroskopu smerom
nadol, ¢im sa koniec tribky zarezava do Zivnej
pédy, na ktorej sa nachadzaju jednotlivé mikroby,
potazne sa touto operéciou vykroji valéek tuhej
zivnej pddy, na ktorej leZzi mikroorganizmus, t, j-
kvasinka. Na rozdiel od pévodného prototypu je
zdokonalena konstrukcia izolatoru opatrend na
spodnej ¢asti valéeka privodovou trubitkou, kto-
rou mozno privadzat do priestoru vo vnutri dutého
kuzela pod objektiv stlaceny vzduch. ¢im sa vy-
fikne z izolatnej trubitky valtek vyrezany z aga-
rove] pédy a obsahujici izolovani kvasinku. Val-
cek sa zachyti na podloZenej pode, uréenej na
kultivaciu &istej kultiry. Vzduch sa vhafia gumo-
vym balénkom a zbavuje sa mikrébnych zarodkov
pomocou sterilizovaného vatového filtra, Zapoje-
ného v podobe medzi¢lanku na privodni gumennt
hadi¢ku (obr. 3).

Nami pouzivany izoldtor je zhotoveny z nehrdza-
vejicej ocele, ¢o umoziuje sterilizovat ho hori-
cim vzduchom. Spodny koniec izola¢nej tribky je
od frontalnej 3o3ovky objektivu vzdialeny pribliz-
ne o pol milimetra menej ako je pracovna vzdiale-
nost objektivu. Vmitorny priemer tribky bol
voleny tak, aby jej obvod Dbol viditeIny v zornom
poli okulara a svojimi rozmermi zodpoveda po-
ziadavkédm pre pridcu na mikroskope Meopta B 36
Bi za pouiitia objektivu desatnasobne zvacsuji-
ceho, ktory s ortoskopickym pétnaciindsobnym
okularom dava pri koeficiente binokularnej hla-

Obr. 3. — Na privednu trubitku izoldlora je pripojend
gumennd hadicéka, ktorou sa vhdna vzduch z haléna..
Vatovy filter je zapojeny ako medzi¢ldnok

vice 1,2 celkové zvalSenie 180nasobné. Uvedené
zvdlienie pre pracu s kvasinkami Uplne vystatuje,
ba naopak je vlastne vzhladom na ich pomerne
vdcsie rozmery vhodnejie ako pre spéry, pre
ktoré bol izolator pdévodne uréeny.

Vlastny pracovny postup pri izoldcii kvasiniek
vychadza z pripravy dokonale dispergovanej sus-
penzie kvasiniek. Pouzivame k tomu dokladnej pre-
pierané kvasinky, kioré nesmu vykazovaft ani
najmensie stopy aglutindcie. Aby sa zlepiila dis-
perzia, odporica sa pridavat do média povrchové
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Obr. 4. Mikroskop
pripraveny k izolacii

aktivne c¢inidlo, napr. niekolko kvapiek TWEENu
80, popripade sa eSte suspenzia prefiltruje cez
sterilny hodvéb takej poérovitosti, ktora zodpoveda
rozmerom kvasiniek. Takto upravenu suspenziu
vhodne riedend o¢kujeme na Petriho misku, ktori
plnime velmi svetlou, potazne velmi dobre priesvit-
nou 1,5 az 2 % agarovou pédou tak, aby vyska na-
liatej platne bola priblizne 2,5 mm. Dodrziavat sprav-
nu vysku vrstvy agarovej pody je dolezité najma
preto, ze musi zodpovedat dlzke izola¢nej trubicky
2,7 mm, ktora pri znizovani tubusu ma mat moz-
nost preniknuf, resp. narazit na dno Petriho misky
a tym vyrezat uz opisany agarovy valéek s izola-
tom. Na plafiiu nanasame 0,5 az 0,7 ml kvasnicnej
suspenzie, ktori treba zriedit natolko, aby sme pri
pohlade cez izola¢nu trubi¢ku priemeru 1,1 mm
videli v zornom poli ojedinelé kvasinky. Pri po-
uziti Petriho misky priemeru 10 cm riedili sme oby-
cajne kvasni¢né suspenzie na radove 10° buniek/ml.
Ked sa nanasaju kvasinky na agarova podu, treba
dbat na to, aby sa supenzia velmi rovnomerne
rozlozila na povrchu platne. K tomu treba pozna-
menaf, Ze roztrepanie kvasnicnej suspenzie po po-
vrchu platne prudkym krazivym pohybom (podla
nasich skusenosti) skryva v sebe nebezpecenstvo,
Ze sa odstredia faziie bunky, ktoré sa rozloZia pri
okraji Petriho misky, odkial sa nedaji vypichnut
izoldtorom, najma vsak nie v tej uprave, v akej
Sa teraz vSeobecne uziva. Ukazalo sa ‘vBak, Ze to

méze zmensit efektivnost selekcie, kedze sa
Vv niektorych pripadoch prave medzi fazsimi, resp.
rychlejSie  sedimentujicimi bunkami nachéadza

selekéne cennejsi material (Stuchlik 1956).
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Petriho misku s kvasinkami poloZime na stolik
mikroskopu a spravidla osvetlime prechadzajicim
svetlom, zaostrime a hladédme vhodnu kvasinku.
Krizivym pohybom misky sa presved¢ime, ze
v okoli vyhliadnutého objektu niet inych kvasiniek.
Osvedc¢ilo sa nam pritom fixovat, popripade i kvap-
kou lepidla, Petriho misku ku krizovému stolku.
Okrem selekénych hladisk morfologickej povahy
je nam pri vyhladédvani vhodnej kvasinky smero-
datnou predovietkym zékladna poziadavka zivota-
schopnosti izolatu, ¢ize chceme oddelovat len Zivé
bunky, aby nasa praca nevysla nazmar a aby me-
téda nebola nehospodarna. Najistejsie poznivame
zivé kvasinky podla toho, ze rasti, pofaine Ze sa
rozmnozuju. Ak zachytime puciacu kvasinku, mé-
zeme si byt isti o zivotaschopnosti izoldtu. V nie-
ktorych pripadoch, avSak i napriek tomu, Ze sme
material odobrali v logaritmickej faze rastu a Ze
zivna pbéda méa vysoky obsah rastovych latok, nie
je mozné dosiahnif tak intenzivne pu¢enie kvasi-
niek pocas izolacie, aby sa podla tohto rozliova-
cieho znaku dali vyberat Zivé bunky. V takomto
pripade sme pouzivali metédu vitdlneho farbenia.
Vychadzali sme pritom z poznatku, Ze kvasniéné
bunky, ktoré sa farbia roztokom metylénovej
modrej alebo roztokom erytrozinu, treba povazo-
vat za miftve alebo fyziologicky velmi oslabené,
takze sa ich blana stala pre dané farbivo velmi
priepustnou. Farbenie sme robili tym spésobom,
ze sme ku kvasni¢nej suspenzii pridavali jednu
kvapku 0.1% vodného roztoku metylénovej modre;.
asponi 14 dni starej, pred tym, &o sme ju rozliali
na povrch agarovej platne. Koncentraciu farbiva

Obr. 5, — Sptdfanim tubusu vyrezava
izoldtor z agarovej pody valéek
s mikroorganizmom. Petriho miska je
zakryta koticom



184

Polyethylenové zdtky uzndny za zdravotné nezdvadné

Kvasny primysl
roc. 3 (1957) ¢islo 8

sme zvolili tak, aby inokula¢nad kvasni¢na suspen-
zia obsahovala priblizne 0,01% metylénovej modrej,
ktord je koncentraciou optimalnou na vyfarbenie
mitvych buniek, najmd ak pH meédia je pufrované
na 4,6.

Pokial sa mikroskopicky vyhladavali kvasinky
na povrchu platne, zamaskovali sme otvorend
Petriho misku dostickou z plexiskla alebo cellénu
vhodne vykrojenou tak, aby izolator do nej za-
padol. Tym sme zmen3ili moZnost kontamindcie
dopadom mikrébov zo vzduchu, majmd bakterii,
ktorych pritomnost na izolovanom mieste nemoZno
spozorovat ani so zvdcSenim.

Obr. 6. — Postup prdce s isoldtorom

Izolat sa na cisti kultivaénu pdédu prenadsa, ako
sme uz spomenuli, vyfiknutim agarového valteka
s izolatnej trubicky. K tomu poloZime novi Petriho
misku s kultiva¢nou pddou pod izolatny nésadec
a vyfukujeme agarovy valéek s izolatom tak, aby
sa bud umistnil jeden izolat uprostred platne, alebo
ich rozmiestnime niekolko, t. j. 3 az 4 na jednu
platiu. Rozlozit viacero izolatov na jednu Petriho
misku je sice hospoddrne, skryva vSak nebezpe-
censtvd vzdjomnej kontamindcie. Pri nadich seleké&-
nych pracach sa nam dobre osvedcilo, ked sme
malé Stvorceky (2,5X2,5 cm) sterilného filtracného
papiera rozloZili po povrchu platne, potaZne na
agarové podlozky rovnakych rozmerov, a na tieto
sme potom umiestili jednotlivé izolaty. O sprdvne
prevedenej izolacii a umiestneni sa presvied¢ame
mikroskopickou prehliadkou, k ¢omu pouZivame
oby¢ajne druhy objektiv zvacsujuci 20ndsobne. AZ

po takto prevedenej kontrole sme agarové valéeky
s kvasinkou polozili na bok, &¢im sa umoZni lepi
vyvoj koldnie. Papierové Stvoréeky sme ocislovali.
Tym sme dosiahli nielen dobry prehlad o roz-
miestneni jednotlivych izolatov, ale sme si aj ulah-
¢ili pripadné prendsenie izoldtov mna diagnosticke
pody.

Izolator sterilizujeme pocas prace medzi jednotli-
vymi operdciami ponorenim do alkoholu a opatr-
nym opalovanim. Pri pouZiti popisaného izoldtora
st moiné i daldie modifikdcie a zlep¥enia pracov-
nej techniky, kforé vyplyni z povahy tej-kiorej
selekénej prdce. Tak mnapr. pri zakladani obrov-
skych kolonii z jednej bunky, ktoré pouZivame pri
sledovani mutantov, vyfukovali sme izolaty pria-
mo do Erlenmayerovych baniek, pri ¢om sme ob-
iektiv s izolatorom preto¢ili na bok, drfiac nad
ustim banky horiaci kahan, aby sme ohfovou clo-
nou zabrdnili Kkontamindcii. Vypracovali sme si
tiez metodu ako izolovat mikrobne bunky 7z mem-
branovych ultrafiltrov, 1ozliéné kombinécie pouZi-
tia nasadného izolatora so sedimentaénym odde- -
lovanim (Arpai 1957), eko i dalie drobné tpravy,
o ktorych zaujemcom z radov pracovnikov kvas-
ného priemyslu radi poskyineme informécie.

PredloZzenym prispevkom chceme upozornif pra-
covnikov z praxe na vyhody pouZitia nasadného
izolatora, ktory, ako sme sa dozvedeli, bude sa
sériove vyrdbat v n. p. Meopta, Praha-Kogife.
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