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(54) Zpiisob a zaFizeni k anaerobni kultivaci bakterii

Vynédlez se tykd zpflisobu anaerobni kulti-
vace bakterii v atmosféie kyslicniku uhlici-
tého a kysliéniku dusného p¥i pretlaku ma-
xim4lné 70 kPa. Vzduch z kultivaéniho pro-
stfedi se vyt8sni kysli€nikem uhliditym a
ten se néasledovnd smis{ s kysli¢nikem dus-
nym. Za¥izeni pro tento zpiisob kultivace se
sklada z tlakové nddoby s tésnicim vikem,
v ndmZ je umistén kohout pro vypousténi
plynu, ventil pro napousténi plynu, mano-
metr, bakteriologicky filtr, uvnit¥ tlakové
nadoby je umist&n vyjimatelny stojan na kul-
tivaéni misky a té&snici viko nddoby je uchy-
ceno pruZinovymi drZaky.

Vynédlezu je moZno pouZit ve zdravotnic-
kych zafizenich, 3kolach, mikrobiologickych
tstavech.
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Vyndlez se tykd anaerobni kultivace bak-
terii, kieré se v soudasné dob& vénuje zvy-
Send pozomizost, profoZe podil anaerobdl v
klinickém materidlu, v potravindch i ve vo-
dach stale stoupa. Dosavadni moZnosti an-
aerobni kultivace jsou u plevdZné vétiiny
baktericlogickfch pracovi§{ neuspokojivé.

Anaerobni kultivace je dosud provddéna
v anaerostatech zahrani¢ni vyroby nebo tu-
zemské vyroby. Tyto piistroje umoZiiuji kul-
tivaci v podminkich anaerobniho prostiedi,
které Ize dosdhnout dvejim zplhsobem.

Princip prvého zplisobu spofivd ve vytvo-
feni silného podtlaku, ¢imZ je z pristroje
odstranéna veétsi ¢dst vzduchu, a anaerobni
podminky jsou upraveny dodateCnym vpra-
venim inertniho plynu, nejastdji kysli¢niku
uhli¢itého nebo dusiku, bud napusténim z
tlakové plynové bomby, nebo vyvijenim kys-
ligniku uhli¢itého chemickou cestou, napii-
klad hofenim svicky, reakci uhliditanit s ky-
selinami a podobn#.

Princip druhého zptisobu spofivd v che-
mickém vyvijeni kysliéniku uhli¢itého a vo-
diku, pii¢emZ je piitomny kyslik z prostfedi
odstranén katalytickou cestou, napriklad po-
moci katalyzatoru s paladiem (systém
0X0ID).

Kromé& uvedenych principd byly v minu-
losti pouZivany i jiné zpasoby, napfiklad
spoletnd kultivace obligdtn& aerobnich a
anaerobnich bakterii, kdy byl kyslik nejpr-
ve spotfebovdn riistem aerobnich bakterii
a teprve potom mohlo dojit k ristu anaero-
b{i, nebo se pouZivaly chemické 14atky, schop-
né prudké oxidace, hehem niZ byl pFfitomny
kyslik spot¥febovan, napriklad pyrogalol a
podobné. Tyto metody se vSak neosvédfily
a v soufasné dobd se jich vétSinou neuZiva.

U principl, pracujicich s podtlakem, je
nutno kultivovat Petriho misky dnem dold,
protoZe pfi sprdvné poloze, tji. dnem vzhi-
ru, p¥i niZ nedochazi k sekundédrni konta-
minaci, se v podtlaku odchlypuje Zivné aga-
rové médium. Bakteridlni buiiky jsou silnym
podtlakem Castetné poSkozovéany, protoZe se
pii laboratorni teplot& prudce odpafuje vo-
da. Zafizeni, pracujici s podtlakem, vyZa-
duje vyhaveni pracoviité vykonnou vyvévou
a tlakovou plynovou bombou s CO2 a Ng,
které musi byt z bezpetnostnich divodl u-
mistény zvlast. Pi¥i vakuaci dochdzi k sil-
nému tvoreni vodnich par, které pak béhem
kultivace kondenzuji na sténdch pfistroje
a Petriho miskdch, ¢imZ zvy3Suji riziko kon-
taminace média a zvySuji i riziko bezpet-
nosti prace u patogennich kultur. Nevyho-
dou systému pracujiciho s chemickym vyvi-
jenim kyslitniku uhlifitého a vodiku je ri-
ziko vzniku t¥askavého plynu, takZe je nut-
no pracovat v prosirfedi bez otevi‘eného pla-
mene. Na riziko poZiru upozoriiuje sdm vy-
robce tohoto zafizeni,

Uvedené nedostatky odstraiiuje zplisob
kultivace anaerobnich bakterii podle vyné-
lezu, ktery spodivd v tom, Ze se anaerobni
bakterie kullivuji v atmosféfe Kkysli¢niku
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uhli¢itého a kysliéniku dusného pfi pietla-
ku max 70 kPa. Vzduch z kultiva&niho pro-
stfedi se vyt&sni plynem o specifické véze
vy8§i neZ vzduch, napiiklad Kkysli€nikem
uhli¢itym, ten se ndasledné promyje Kyslic-
nikem dusnym. Zafizeni k vySe uvedenému
zplisobu kultivace se sklddi z tlakové né-
doby s t8snicim vikem, v némZ je umistén
kohout, manometr a ventil pro napou$t&ni
inertniho plynu, jemuZ je pfedifazen bakte-
riologicky filtr, a uvnitF tlakové néddoby je
umistén vyjimatelny stojan na Petriho mis-
ky. Tésnici viko nddoby je zaji§t€no pruZi-
novymi uzavéry, které dovoli regulovat pfe-
tlak plynu v tlakové nddobé& a umoZiuji od-
poustdni vzduchu a ostatnich plynf.

Price s anaerostatem je velmi jednoduché
a bezpetna. Po vloZeni naoCkovan§ch Petri-
ho misek (dnem vzhiiru) se anaerostat ven-
tilu pro napousténi plynu se vpusti z bom-
biCky kysli€nik uhli€ity. (BombiCky jsou
b&Zné v prodeji.) VpouStény plyn prochézf
pfes rozptylovaci komoru s vatovym bakte-
riologickym filtrem. Rozptylovaci komora
zabraiiuje bodovému néporu vpousténého
plynu a soucasné zachycuje vét8i &4st bak-
teridlni kontaminace plynfl. Viko je upevné-
no k vlastni nddob& s pruZinovymi drZaky,
které zastdvaji souCasn& funkci redukéniho
ventilu, konstruovaného k udrZeni poZado-
vaného pfetlaku 60 aZ 70 kPa. Nadbyteény
pretlak se pFi napoudt&ni inertniho plynu
z bombicky automaticky odpusti. Pfetlakem
je z anaerostatu vytlaten vzduch, ktery u-
nikne pod t&snénim vika. Vytésnéni vzduchu
je umoZnéno jednak vétsi specifickou hmot-
nosti kysliéniku uhligitého, jednak vé&tsi hus-
totou, zpGsobenou rozdilem teplot vzduchu
a napousté&ného kyslitniku uhli¢itého. (Roz-
dil ¢ini aZ 30°C.) Zbyly pfetlak, cca 60 kPa
se odpustl pomoci pruZinového drZiaku a
anaerostat se z bombi¢ky s kysli¢nikem dus-
nym naplni stejnym zphisobem. Pro vlastni
kultivaci se kone¢ny pretlak pruZinovym dr-
Zdkem upravi na 20 aZ 30 kPa. Tim je p¥i-
stroj pfipraven ke kultivaci. Pomé&r plynil
COz:N20 je 1:2,

Béhem manipulace neni tfeba pfistroj pfe-
naset z mistnosti, odpadd potfeba vykonné
olejové vyvévy, lze pracovat pfimo v teré-
nu, odpada potieba elektrické energie, vel-
kych plynovych lahvi. V kultivaénim pfetla-
ku se netvoii nadbytetnd vodni péra, kulti-
vaci 1ze provadét v poloze dnem vzhiru, Ko-
lonie rostou izolované, netvoli povlaky. P¥i-
stroj nahrazuje dovdZené anaerostaty, véet-
né dovazZenych chemikalii a palddiového ka-
talyzdtoru. ZvySuje bhezpeCnost préce, zlep-
Suje dosavadni podminky anaerobni kulti-
vace, Setfi ndklady na pofizovdni vyvévy,
instalacnich praci pri provozovani velkych
plynovych lahvi. Mnohondsobn& prédci u-
rychluje (uzavieni anaerostatu a pFiprava
ke kultivaci trvd cca 2 min.]). Pristroj lze
pouZit i k prepravé materidlu urceného k
anaerobni kultivaci do laboratofi.
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Na vykresu je schematicky zndzornéno za-
Fizeni pro anaerobni kultivaci bakterii. Je
tvofFeno tlakovou nddobou 1 z umé&lé hmoty
s obsahem asi 2 litry s umé&lohmotnym tés-
nicim vikem 2, v ném# je umistén vypustny
kohout 3, manometr 4, napoustéci ventil 5
pro napou$téni inertniho plynu (kysli¢nik
uhli¢ity a kysliénik dusny), z malych tlako-
vych bombiCek na domaci vyrobu sifonu a
Slehacky. Pii napousténi plyn prochdzi bak-
teriologickym filtrem 8. Uvnitf télesa anae-
rostatu je umistén vyjimatelny stojan 6 na
10 Petriho misek s priifezem 10 cm. P¥istroj
mé jisténi proti pretlaku vétdimu neZ 100
kPa. Jisténi je zajiSténo pruZinovymi uzave-
ry 7, které dovoli odpustit vétSi pfetlak a
déle zajiStuji dokonaly pFetlak té€sniciho vi-
ka 2. Provozni tlak v nddobé 1 je 30 kPa.

Se zafFizenim se pracuje ndsledovné. Do
anaerostatu se vloZi naoCkované Petriho

misky dnem vzhiru. N&doba se uzavie a
pomoci otofné rukojeti se vpusti obsah bom-
bitky s kyslitnikem uhliitym. Kysliénik
uhli¢ity je dodévén v precisténém stavu (pro
potravinarské tacely), nemé proto vedlejsi
baktericidni nebo bakteriostatické téinky.
ProtoZe je cca 1,5krdt téZsf neZ vzduch, vy-
tvori pfetlak s tim, Ze vzduch vytlat¢i do hor-
ni ¢asti anaerostatu. Po 5 minutdch se pre-
tlak s anaerostatu plynovym kohoutem vy-
pusti a kohout se opét uzavie. Tim se z
anaerostatu vypudi pfevdZnd &ast phvodni-
ho vzduchu. Z bombitky s N20 se anaeros-
tat naplnf pretlakem N20, ktery se d&dastec-
nym odpuSténim tenze plynu upravi na 30
kPa. Tim je anaerostat pripraven k inkuba-
ci. Anaerostat je konstruovdn s dostateénou
bezpecnostni rezervou na pietlak, navic je
viko uchyceno pruZinovymi drZaky, které
funguji jako pojistny ventil.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpisob kultivace anaerobnich bakteri,
vyznaéujici se tim, Ze se anaerobni bakterie
kultivuji v atmosféfe kysli€niku uhligitého
a kysli¢niku dusného p¥i pretlaku maximél-
né 60 kPa.

2. Zplsob podle bodu 1 vyznacujici se
tim, Ze se vzduch z kultivacniho prostiedi
vytésni plynem o specifické hmotnosti vys-
1 neZ vzduch, napiiklad kyslicnikem uhli-
¢itym, ten se nédsledovng smisi s kysli€nikem
dusnym.

3. Zarizeni podle bodl 1 a 2 vyznalujici

se tim, Ze se sklddd z tlakové nddoby (1}, s
tésnicim vikem (2], v némZ je umistén vy-
poustéci kohout (3), manometr (4} a na-
poustéci ventil {5), jemuZ je piFedfazen bak-
teriologicky filtr (8), uvnit¥ tlakové nadoby
(1) je umistén vyjimatelny stojan (6) na
Petriho kultivacni misky a tésnici viko (2)
nddoby (1) je uchyceno pruZinovymi drZi-
ky (7).

4. Zarizeni podle bodu 3 vyznacujici se
tim, Ze napouStéci ventil (5) a vypoustéci
kohout (3) je spFaZen.

1 list vekrest
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