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Jan Nect¢asek, Frantidka Paledkovid a Antonin Tesari:

Monosporicka isolace hub

(Vyzkumny tstav antibiotik, Roztoky u Prahy.)

Dokonald methoda monosporické isolace ma vyhovovat nékolika obecnym
pozadavkim, V prvé fadé musi byt co nejméné komplikovana, aby dovolovala
porizeniirozsahlejsich serii isolatu v kratkém casovém tseku. Dostateéné velky
pocet stejné starych isolati je ¢asto podminkou zdaru provadéného pokusu.
Kromé toho jednoduchou methodou jest mozno svéfiti k provadéni laborator-
nimu pracovniku jiz po kratké dobé zapracovani. Dalsim predpokladem Gspésné
powzitelnosti jsou nizké naklady, spojené s obstaranim prislusného zarizeni,
protoze jen takovy postup je inosny pro vétsinu interesentii. Pritom vsak musi
byt hlavnim a stalym pozadavkem zaruka spolehlivosti jak po strance mono-
sporické isolace samé, tak asepticnosti pracovniho postupu. Methoda musi zaru-
covat, ze byla isolovana skutetné pouze jedinéd spora, a Ze ziskany monospo-
ricky isolat nebude ztracen vlivem znesterilnéni, ke kterému doslo béhem prace.
Poslednim pozadavkem jest pak snaha, aby methoda byla pouzitelna pro
co nejsirsi vybér druhu.

Methody pro monosporickou isolacilze rozdslit (Hilde brand 1938, 1950) do ti{ skupin,
t. j. na methody zfedovaci, methody mikromanipulaéni a koneéné ty methody, které k pfeneseni
vybrané spory pouZivaji jiné cesty, ne# jakou predstavuje pouziti mikromanipulatoru. P¥i jedno-
duchém postupu zitedovacim chybi zaruka toho, Ze narostlé kolonie pochazeji skuteéné z jediné
spory, nebot’ se lze snadno presvédéiti, Ze ve vétsingé pripadt jsou v suspensich spory zhusta spo-
jeny ve dvou- az mnohoéetnych shlucich, které davaji vzniknout koloniim makroskopicky totoz-
nym s koloniemi, vyrostlymi z jednotlivych spor. Tato nesnéaz je prakticky stejna pti natéru spor
na plotnu klickou. Methody, uzivané obvykle pro zakladani jednobunéénych kultur kvasinek
(Lindnerova nebo Hansenova) davaji sice zaruku monosporického ptvodu isolatu, jsou viak
zna¢éné pracné a nevhodné pro seriovou préaci. Pouzit{ mikromanipulatoru skyta sice bezpeénou
zaruku toho, Ze zaloZena kultura je skuteéné monosporicka, pritom viak jsou methody této sku-
piny vesmés dasové znaéné nékladné a vyzaduji specialniho ndcviku jak pro provadéni isolace
samé, tak pro pripravu piislusnych mikrondstrojt. Kromé toho mikromanipulator nenf dostupny
kazdému pracovniku, ktery potiebuje zakladat monosporické kultury.

Treti skupina postupi je tvolena témi methodami, které se zpravidla snaZi spojit jedno-
duchost methody ztedovaci se spolehlivosti method mikromanipula¢nich. Typickym prikladem
takové techniky jest methoda Keitto va (1915), kterd byla jen mélo pozménéna E ze kie-
lem (1930) a Sassem (1929). V Keittové methods jsou spory naoékovany na povrch agarové
pudy na Petriho misce, na obracené misce jest pak vhodna spora vyhledana pomoci mikroskopu
za pouziti slabého objektivu, umisténi vybrané isolované spory dostateéns vzdalené od ostatnich
je poznamenéno na skle misky inkoustem a poté je prislusna ¢ast agaru se sporou ru¢né vykrojena
pomoci otkovaci jehly, zakonéené ikmo pripojenym dutym vale¢kem, upravenym ze zplostélého
konee jehly. Po kontrole vykrojené ¢asti agaru se tato ¢ast zivného media pfenese na novou Ziv-
nou pudu lancetou. Dalsf modifikaci této methody (L a R ue 1930) bylo vypusténo oznaovani
a usnadnéno vykrajovani agarového vale¢ku se sporou tim, Ze se tak déje kuzelovitym nasadcem
nasroubovanym na revolver mikroskopu vedle objektivu, kterym se provadi vyhledavani vhodné
spory. Pritom v8ak vyjimani ¢asti agaru z plotny nutno jako p¥i ptivodnim postupu provadét ruéné.
Vyhody methody Keittovy a modifikace La Rueho spojuje dal$i tprava (Lambert 1938),
kde vykrajovanii vyjiméani 8asti agaru se sporou z plotny se déje pomoei kovového dutého va-
le¢ku, piipojeného kovovou tyéinkou k objektivu s dostateéné velkou pracovni vzdélenosti,
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kterym jest vyhled4vana vhodné spora k isolaci. Nevyhodou této techniky jest pom&rné znaéné
labilita centrovani isolatoru, ma-li byt dosaZeno souososti isoldtoru s objektivem. Ma-li byt
upusténo od pozadavku souososti, jest nutno pouzivati velmi slabych objektivi se Sirokym
zornym polem. V posledn{ Gpraveé Keittovy methody (Ge o r g 1947) jest vykrajovani agarovych
vale¢kit provadéno kuzeli, zhotovenymi ve vhodné velikosti ze sklenéné trubky a pritmelenych
k objektivu plastelinou. Vykrojena ¢ast agaru se z kuzele odstrani po jeho sejmuti z objektivu.
Popis techniky M ¢ Le an a (1939) nam dosud neni dostupny.

PFi viech prednostech téchto technik nelze je viak oznadéit za vyhovujici. Ve vétsi nebo mensi
mite se tu shledavame bud s neptili§ zaruéenou spolehlivosti anebo s pomérné znaénou pracnosti
a komplikovanosti.

Pfi nadf préaci, kdy jsme byli nuceni zaklidati rozsahlejsi serie monosporickych isolata
Penicillii, jsme se pokusili upravit dosavadni modifikace této skupiny method tak, aby vysledna
methoda odstranila pokud mozno zbyvajici nevyhody, t. j. aby divala co nejdokonalejsi zaruku
monosporického piivodu kultur, a aby ¢asové naklady spojené s jejich pripravou byly podstatné
nizsi nez u postupu dosavadnich.

»

Obr. 1. Kuzelovy nasadec pro monosporickou isolaci. (Foto F. A. Lokvenc.)

Popis isolatoru.

Nami zkonstruovany isolator (obr. 1) je zhotoven z nerezavéjici ocele. Ma tvar dutého
kuzele, ktery lze véalcovitym zakonéenim nasunout na objektiv mikroskopu a pfipevnit sroubkem.
Spodni konee kuzele vybiha v trubku, ktera pii isolaci vyrezava vale¢ek tuhé zivné pudy se spo-
rou. Spodni konec trubky je od frontalni ¢o¢ky objektivu vzddlen o cca 0,5 mm ménd, nez kolik
¢ini pracovni vzdalenost objektivu. Vnitfni pramér trubky je volen tak, aby jeji obvod byl vidi-
telny v zorném poli okularu. Kuzelovita ¢ast isolatoru je profiznuta, takze vznikaji proti sobs dva
vej¢ité otvory, které umoziuji preneseni vyiiznuté ¢asti agaru. Vzhledem k tomu, Ze jsme isolator
uréili vyhradn® pro isolaci mikroskopem MEOPTA B 36 Bi a objektivem MEOPTA ¢&. 3,
zvétdujicim 10X (okular orthoskopicky 15X ), je vnéjsi pramér isolatoru 22 mm a jeho celkova
vyska 19,7 mm, pfi é¢emz trubka jest dlouhd 2,7 mm pfi vnitinim praméru 1,1 mm. Jeji vnéjsf
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pramér &éini 1,7 mm. Vnitini pramdr valcové dasti isolatoru jest 16,7 mm a jeji vyska méfena
uvnit} 9,0 mm, takZe je mo#no isolator nasunout na objektiv az ke roubu, kterym lze z objektiva
vyjmout jeho opticky systém. Jako dalsi pomocné nastroje pottebujeme kisolaci sondu z ocelového
dratu k vysunuti agarového véletku z trubky. Konec sondy jest proto v délce asi 5 mm zahnut
v pravém uhlu. K prenaseni viletku pouzivame kovové lancety vhodného tvaru.

Pracovni postup.

Suspensi spor dokonale protfepeme a eventualné prefiltrujeme pipetou
s vatovym uzavérem. Takto upravenou suspensi fedime do vhodného stupné
a otkujeme na Petriho misky o praméru 10 em. Vhodnou agarovou pudu, kterou
pouzivime pro ockovani suspensi, plnime do Petriho misek tak, aby vyska
nalité plotny ¢inila cca 2,5 mm. Na plotny nanasime 0,7-—0,8 ml suspense,
kterou dokonale roztiepeme po celém povrchu plotny. Naotkované Petriho
misky inkubujeme pii vhodné teploté tak dlouho, az spory vyklici. Inkubaci
pred provadénim isolace jednak usnadnime vyhledavani vhodnych spor, pro-
toze v nékterych pfipadech nevykli¢ené spory unikaji pozornosti, jednak zhos-
podarnime pracovni postup tim, Ze isolujeme spory pouze Zivotaschopné.

Isolator, sondu a lancetu sterilisujeme pied praci horkym vzduchem.
Oba nastroje odkladame béhem prace do 709, alkoholu a opalujeme. Isolator,
ktery nasuneme po horkovzdusné sterilisaci na objektiv tak, aby jeho otvory
byly po levé a pravé strané, snimame béhem prace s objektivu v ob¢asnych
intervalech a sterilisujeme rovnéz ponofenim do alkoholu a opatrnym opalenim.

Petriho misku s nakli¢enymi sporami polozime na stolek mikroskopu,
osvétlime zpravidla prochizejicim svétlem (nizkovoltova bodova lampa),
zaostiime, vyhleddme vhodnou sporu a krouzivym pohybem misky se presvéd-
¢ime, ze okoli vyhlédnutého objektu je prosto jinych spor. Poté snizime tubus
mikroskopu tak, a% spodni okraj isola¢ni trubky narazi na dno Petriho misky
Pro uvolnéni vyriznuté ¢isti agaru posuneme miskou ve vodorovném sméru
a tubus mikroskopu opét zdvihneme. Odstranime a uzavieme misku se suspensi
a sondou vysuneme vyiiznuty viletek agaru do komory isolatoru, kde zustai e
pfichycen na sténé. Se stény jej sesuneme lancetou a preneseme na novou
Petriho misku, kde jej postavime na zikladnu. Pro kontrolu toho, Ze na horni
zakladné agarového vilecku jest lokalisovina jedind spora, prohlédneme bez
snimani isolatoru ihned takto zalozenou kulturu v prochéazejicim svétle, priro-
zené za predpokladu prisvitnosti agarové pudy. Protoze bylo zjisténo, ze pro
vyvoj kolonie je vhodnéjsi pokladati agarovy vélecek se sporou na bok, jelikoz
tak dosdhneme rychlejsiho a stejnomérnéjsiho vyvoje kolonie, polozime jej
po kontrole na bok. Dalsi kontrolu pak provedeme po vhodué dobé inkubace,
kdy jiz dojde k dalsimu rastu naklicené spory. Vyhodné pro tento acel jest
osvétleni dopadajicim svétlem.

Na Petriho misku, uréenou pro kultivaci monosporickych isolati, umistujeme
bud jeden valetek s isolovanou sporou doprostied, anebo valecktt nékolik
v prav1dnlnvoh rozestupech. V zasadé se zde ¥idime povahou materidlu. Je
prirozené, Ze optimalnim zpisobem Jest umisténi jednoho isolitu na jedru
Petriho misku (vyrustapcl kolonie neni ovliviiovana koloniemi jinymi, neni
nebezpedi vzajemné kontaminace), musime viak pfitom uvazit, ze tento postup
je materidlové nakladnéjsi a proto zpravidla ockujeme na jednu Petriho misku
t¥i az Gtyfiisolaty. Ododkovani kultur takto monosporicky zaloZenych prove-
deme opét podle povahy materialu po pfislusné dobé inkubace normalnim zpi-
sobem na 8ikmy agar vhodného slozeni.
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Zhodnoceni methodiky.

Proti methodam difvéjdim spatfujeme hlavni vyhodu naseho isolaéniho
zpusobu v moznosti potiditi dostateéné rozsahlé soubory isolaté s minimalnimi
naklady jak technickymi, tak také ¢asovymi. Zjistili jsme, ze zaloZeni jednoho
sta monosporickych kultur timto zptsobem trva zacvicenému pracovniku
asi t¥i hodiny. Pfirozenym pozadavkem jest ovSem naoékovani ploten suspensi
vhodné fedénou, aby vyhledavani isolovanych spor nedinilo potize. Béhem
zakladani asi 1000 monosporickych kultur, kde byla spolehlivost methody
peclivé kontrolovana, jsme nezjistili ani jeden ptipad, kdy by byla s isolovanou
sporou pfenesena spora daldi. I kdyz nutno s takovym pripadem pfi isolaci
pocitat, ukazuji tyto dosavadni vysledky, ze spolehlivost methody je znacné
vysoka. Pii isolacich, které jsme provadéli v normalni mikrobiologické labora-
tofi, neupravené jako asepticky prostor, jsme béhem desetidenni inkubace
vyrazovali asi 5 9, ploten, znesterilnénych houbami nebo bakteriemi. Nesteril-
nost, jejimz zdrojem byla isola¢ni technika (nedokonala sterilisace isolatoru
béhem prace), byla pozorovana jedenkrat u péti isolatt, kde kontaminujicim
organismem byly Saccharomycety. Soudime tedy, Ze tato methoda vyhovuje
jak co do zaruky monosporického pavodu isoldti, tak co do spolehlivosti
aseptického provedeni isolace. Spliiuje piedpoklad nekomplikovanosti a lze ji
pouzivat s minimalnimi naklady. Jeji pouziti je pfirozené omezeno na isolaci
takovych atvart. které jsou dobie rozliditelné pii celkovém zvétSeni asi 200 X .
Nelze ji tedy pouzit pro monosporickou nebo jednobunéénou isolaci bakterii,
na druhé strané viak ma Siroky rozsah pouzitelnosti pro spory vétsiny hub,
pro kvasinky, pro jednobunééné rasy a pro zakladani monosporickych kultur
Bryophyt a Pteridophyt.

Souhrn.

Byla vypracovana methoda pro monosporickou isolaci hub, pfi které jest pouzivano jako
isolatoru kuzelovitého nasadce, nasunutého na slaby objektiv. Isolator jest zkonstruovéan tak,
ze vzdalenost trubkovitého zakonéeni isolatoru od frontalni ¢o¢ky objektivu jest o malo kratsi,
ne# pracovni vzdalenost objektivu. Timto zptisobem jest umoznéno objektivem s nasazenym
isolatorem vyhledat vhodnou sporu na agarové plotné, posunutim tubusu mikroskopu ponotit
trubkovité zakoncenf isolatoru do agaru a poté prenést vytiznutou ¢ast pady se sporou na novou
zivnou pudu. Vyjmuti agarového vale¢ku z isolatoru se,déje jeho vysunutim do komory isolatoru.
Tato komora jest opatfena dvéma vejéitymi otvory, které umoznuji preneseni valetku lancetou.

Pomoci této methody lze ziskat 100 isolati asi za tii hodiny, pii éemz vzhledem k neustalé
mikroskopické kontrole pracovniho postupu je dokonal4 zaruka toho, Ze zaloZena kultura pochazi
z jediné spory. Praktické provadéni isolace je velmi jednoduché, zatizeni lze snadno udrzovat
sterilnf a finanéni naklady, spojené s jeho porizenim, jsou minimalni. Methodu lze pouzit pro iso-
laci spor vétsiny hub, pro isolaci kvasinek, jednobunéénych fas a pro isolaci spor Bryophyt
a Pteridophyt.
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fI. Heuacer, ®. llaneurxoBa, A. Tecapm:
MonocmopHas W301A0dA TPHOOB.

PaspaGoran Meroj MOHOCHOpHOII M30JANMM TrpuboB, NMpH KOTOPOM KaK MB0JATOP
npuMeHseTcs KoHycooOpasmas HACTaBKa, Hajeras Ha cialulii oObewtun. MsoiAarop Kou-
CTPYMPOBAH TAKAM 06pasoM, 4To paccroAnne oT (GPOHTAILHON JuHMM 0OBeKTUBA JI0 TPYO-
K00GPABHOTO OKOHYAHNS MB0JATOPA HEMHOTO MeHbIIe, YeM pabGodee paccrosiHne o0LeKTUBA,

Taxkum 06pasoM, BOBMOMKHO IPU HOMOIIM 00LeKTHBA ¢ MB0IATOPOM OTHICKATH HYHKHYIO
CHOPY HA YalllKe ¢ arapoM, CHU3MB Ty6yc MUKpOCKOIA HOTpysuTh TPyOKooGpasHoe oKoHYa-
HIe B arap W IepeHecTH BHIPE3aHHYI0 YACTHIY arapa co cHopoit Ha HOBYIO NMUTATEIBHYIO
CpeAy. ArapoBLlil ININHPUK BEIHIMAeTcA i3 TPYOKN M30JATOPA B ero KaMepy. 9ra Kamepa
cHabeHa JBYMA OBAJIBHBLIME OTBEpPCTHAMU, OJATOJAPA KOTOPHIM BO3MOYKHO IIepeHeceHue
IUIMHAPUKA IPH IOMONIM JIAHIETA.

OTUM METOIOM MO3KHO IpoBecTn 100 MB30IANNI B TeUeHIe NPNOIMBUTEIBHO 3—%4 4acoB,
npndem Gaarojgapsa GeclpepbiBHOMY MHKPOCKOINNYECKOMY KOHTpOJ0 BooOmie oGecriedeHo,
4r0 KYJbTYpa BHIPAIEHA 13 0HOI criopkl. IIpaKruieckoe npoBejieHne paGoTsl 04eHb IIPOCTOE,
obopymoBaHue JIeTKO yAePIKUBAETCA CTEPHIbHLIM, & TAKKe M PACXO/BI HA eTo MpuoOpeTeHne
MIHHMAIBLHEL, MeToR NpUMeHUM JUIA U30JALMMKM CIop GOIBIINHCTBA TPUGOB, MIA N30 IAINN
ApOsKeil, OMHOKIETOUHBIX BOlOPOCIIEll M A N30IANMM crop 6puoduToB M mrepngoduTon.

J. Nedasek, F. Paletkova u A Tesaft:
Monosporisehe Isolierung von Pilzen.

Es wurde eine Methode zur monosporischen Isolierung von Pilzen ausgearbeitet, bei welcher
die Isolierung mittels einer auf das Mikroskopobjektiv aufsteckbaren kegelformigen Vorrichtung
durchgefithrt wird. Die Isoliervorrichtung ist so konstruiert, dass die Entfernung des unteren
Rohrchenendes von der Frontlinse des Objektivs etwas kiirzer als der Objektabstand des Objektivs
ist. Zur Verwendung gelangt ein Objektivmit geringer Eigenvergrosserung. Die Isolierung geschieht
auf folgende Weise:

Mit dem Objektiv, auf dem die Isoliervorrichtung aufgesetzt ist, wird auf der Oberfliche der
Agarplatte eine geecignete keimende Spore aufgesucht, worauf durch Senken des Mikroskoptubus
mit dem rohrchenférmigen Ende der Vorrichtung ein walzenférmiges Stiick Agar ausgestochen
und durch Heben des Tubus herausgehoben wird. Das herausgestochene Agarstiick wird mit einem
passend zugebogenen Drahtstiick von unten her aus dem Roéhrchen in die kegelformige Kammer
der Isoliervorrichtung hinaufgeschoben und hierauf mittels einer Lanzette auf eine neue Agar-
platte ibertragen.

Nach dieser Methode ist es méglich, 100 Isolate in drei Stunden herzustellen, wobei infolge
der stindigen mikroskopischen Kontrolle des Arbeitsvorganges die vollstandige Sicherheit gege-
ben ist, dass die so angelegten Kulturen tatsiichlich von einer einzigen Spore abstammen, Die
praktische Durchfithrung der Methode ist sehr einfach, die Einrichtung ist leicht steril zu halten
und der finanzielle Aufwand ihrer Hertsellung gering. Die Methode ist zur Isolierung von Sporen
der meisten Pilze, zur Isolierung von Hefezellen, von einzelligen Algen und auch zur Sporen-
isolierung von Bryophyten und Pteridophyten geeignet.
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