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�Uvod

Bakterie, viry a kvasinky nepat�r�� do stejn�e taxonomick�e rodinky.

Se v�semi se sezn�am��me a mo�zn�a se i n�eco p�riu�c��me.

V praktiku je nutn�e asepticky pracovat, abychom se mohli z hezk�ych v�ysledk�u radovat.

P�ri plotnov�e metod�e by m�ely b�yt v�ysledky ve shod�e.

M��chat vzorek se v�zdy mus��, ka�zd�y si to prakticky zkus��.

Inhibi�cn�� z�ony vznikaj��, kdy�z citliv�e bakterie se s antibiotiky setkaj��.

P�ri vit�aln��m barven�� doch�az��me k zji�st�en��, barvu nep�rijme bu�nka �ziv�a, proto�ze je jej�� membr�ana
funk�cn�� a cel�a.

Pokud s f�agy pracujeme, pak i bakterie pot�rebujeme, aby se f�agy mohly pomno�zit a f�azov�y lyz�at �ci
plaky vytvo�rit.

Bud' pozitivn�� modr�e �ci negativn�� �cerven�e, jsou bu�nky po
"
Gramovi\ zbarven�e.

P�ri rozboru vody maj�� bakterie hody, kultivujeme je na selektivn��m m�ediu, a n�ekdy vzorek m�ediem
zaleju.

Jde n�am o enterokoky a bakterie koliformn��, ve vod�e nen�� vhodn�y jejich v�yskyt enormn��.

Postupn�a identi�kace a testy z�akladn�� jsou pro spr�avn�e ur�cen�� v�zdycky to z�asadn��.



Z�asady bezpe�cn�e pr�ace v mikrobiologick�e
laborato�ri

1. Vstup do laborato�re je povolen pouze osob�am vykon�avaj��c��m cvi�cen��.

2. V laborato�ri vykon�avejte pouze pr�aci stanovenou obsahem cvi�cen��.

3. V laborato�ri je zak�az�ano j��st, p��t a kou�rit.

4. V laborato�ri je nutn�e pou�z��vat laboratorn�� pl�a�st ’ a p�rez�uvky.

5. V laborato�ri je zak�az�ano otev��rat okna. V�etr�an�� je zaji�st�eno pomoc�� klimatizace.

6. P�red p�r��chodem do laboratorn��ho cvi�cen�� se seznamte s jeho obsahem.

7. P�red zapo�cet��m a po ukon�cen�� pr�ace je t�reba dezin�kovat pracovn�� plochu, um�yt si a dezin-
�kovat ruce.

8. Na pracovn�� plochu pokl�adejte co nejm�en�e osobn��ch v�ec��. Na pracovn�� plo�se m�u�ze snadno
doj��t k jejich kontaminaci. Oble�cen��, batohy a ta�sky odkl�adejte v �satn�e.

9. Pracujte pe�cliv�e a opatrn�e. Zabr�an��te t��m kontaminaci materi�alu a n�ahodn�emu pot�r��sn�en��
pracovn�� plochy a sebe mikrobi�aln��mi kulturami.

10. Nedot�ykejte se zbyte�cn�e rukama obli�ceje, nenan�a�sejte v laborato�ri kosmetiku, nemanipulujte
s kontaktn��mi �co�ckami.

11. P�ri barven�� mikroorganizm�u pou�z��vejte jednor�azov�e ochrann�e rukavice, pokud je to mo�zn�e,
pracujte v digesto�ri. Ochrann�e rukavice nen�� nutn�e pou�z��vat p�ri manipulaci s mikroorgani-
zmy, pokud se v�sak budete c��tit bezpe�cn�eji, pou�zijte je.

12. Kahany nech�avejte ho�ret pouze po dobu, kdy je u�z��v�ate.

13. Pou�zit�e sklo a zbytky mikrobi�aln��ch kultur odkl�adejte na ur�cen�a m��sta. V �z�adn�em p�r��pad�e
nevyl�evejte kultury do odpadu! Ve�sker�y kontaminovan�y materi�al je p�red likvidac�� a myt��m
nutno dezin�kovat nebo sterilizovat (t�yk�a se i rozbit�eho skla), p�r��padn�e vyhodit do ko�se na
nebezpe�cn�y odpad (nap�r. buni�cit�a vata pou�zit�a k likvidaci rozlit�e kultury).

14. Dojde-li k n�ahodn�emu pot�r��sn�en�� poko�zky mikrobi�aln�� kulturou �ci poran�en�� poko�zky, oznamte
tuto skute�cnost ihned vyu�cuj��c��mu. Poko�zku je nutno o�set�rit vhodn�ym dezinfek�cn��m pro-
st�redkem (ajatin, Septoderm), aby nedo�slo k infekci.

15. Stejn�e z�asady jako v bod�e 14 plat�� i v p�r��pad�e zne�ci�st�en�� pracovn�� plochy nebo pracovn��ho
od�evu.

16. V p�r��pad�e jak�ekoli nejistoty se informujte o spr�avn�em postupu u sv�eho vyu�cuj��c��ho.

17. Ozna�cte v�sechna m�edia a kultury ve zkumavk�ach, ba�nk�ach a Petriho misk�ach n�azvem m�edia
a kultury, sv�ym jm�enem a pracovn�� skupinou. Misky popisujte na dno! K ozna�cen�� pou�z��vejte
popisova�ce na sklo.

18. V�sechny pracovn�� postupy, obzvl�a�st�e pak pou�zit�e bakteri�aln�� kultury, mno�zstv�� pipetovan�ych
roztok�u a postupy p�ri �red�en�� si pe�cliv�e zaznamen�avejte.

19. Po ukon�cen�� pr�ace odneste pou�zit�e pom�ucky na ur�cen�e m��sto, uklid ’te pracovn�� plochu a vy-
dezin�kujte ji dezinfek�cn��m roztokem.

20. P�red odchodem ze cvi�cen�� si dob�re umyjte ruce a vydezin�kujte dezinfek�cn��m prost�redkem.
V p�r��pad�e, �ze pot�rebujete kr�atkou p�rest�avku v pr�ub�ehu cvi�cen��, umyjte a vydezin�kujte si
ruce p�red opu�st�en��m laborato�re.



�C�ast I

Obecn�a mikrobiologie



1 P�r��prava �zivn�ych m�edi��, kultivace
mikroorganizm�u, aseptick�a pr�ace

C��l cvi�cen��

P�r��prava a sterilizace �zivn�ych m�edi�� (agar na Petriho misk�ach, �sikm�y agar a buj�on). Sezn�amen�� se
se z�asadami aseptick�e pr�ace v laborato�ri.

�Uvodn�� slovo

Z�asady p�r��pravy mikrobiologick�ych p�ud

Nutno pracovat se steriln��m n�adob��m ve steriln��m prost�red��, co nejrychleji na �ukor objemov�e
p�resnosti (tzv. aseptick�a pr�ace). O�zeh�avat hrdla ban�ek i zkumavek. P�ri pr�aci nemluvit. N�adoby
s ji�z steriln��m m�ediem otev��rat co nejm�en�e.

Kultivace

Kultivace mikrob�u je z�akladn��m postupem slou�z��c��m k jejich p�r��m�emu pr�ukazu. Charakter r�ustu
bakterie je d�ule�zit�ym identi�ka�cn��m znakem; nev�yhodou je doba kultivace (nap�r. Mycobacte-
rium tuberculosis roste 9 t�ydn�u, v�et�sina bakteri�� pouze 24{48 hodin). Mikroorganizmy (bakte-
rie, vl�aknit�e houby, kvasinky) se v mikrobiologick�ych laborato�r��ch kultivuj�� na steriln��ch �zivn�ych
m�edi��ch, kter�e spl�nuj�� v�sechny po�zadavky na v�y�zivu a maj�� optim�aln�� pH, osmotick�e pom�ery a re-
doxpotenci�al. Samoz�rejmost�� je dostatek vody pro �zivotn�� pochody a p�r��tomnost �zivin: zdroje
energie (organotrof { organick�a l�atka; fototrof { sv�etlo; litotrof { anorganick�a l�atka), uhl��ku (hete-
rotrof { organick�a l�atka; autotrof { CO 2), dus��ku (amonn�e ionty, dusi�cnanov�e ionty, aminokyseliny,
b��lkoviny nebo jejich �c�aste�cn�e hydrolyz�aty) a biogenn��ch prvk�u (anorganick�e soli), p�ri�cem�z hodnoty
uveden�ych podm��nek mus�� z�ustat optim�aln�� po celou dobu kultivace.

�Zivn�a m�edia

Dle slo�zen�� lze m�edia d�elit do dvou z�akladn��ch skupin: m�edia syntetick�a (de�novan�a) s p�resn�e de�-
novan�ym slo�zen��m (�ustojn�e roztoky, zdrojem uhl��ku obvykle gluk�oza, zdrojem dus��ku (NH 4)2SO4

nebo NH4Cl, �cist�e aminokyseliny, vitam��ny a r�ustov�e faktory) a m�edia p�rirozen�a (komplexn��),
kter�e maj�� ve sv�em z�akladu �zivn�y bujon a nejsou chemicky de�novan�e. Jsou tvo�reny slo�zkami
z��skan�ymi po kysel�e hydrol�yze kaseinu, �zelatiny nebo po enzymatick�e hydrol�yze masa (pepsin,
trypsin, pankreatin).

Podle konzistence rozezn�av�ame m�edia tekut�a (ml�eko, masopeptonov�y bujon, cukrov�a m�edia,
sladina), polotekut�a, ztu�zen�a a tuh�a. V�yhodou tekut�ych m�edi�� je snadn�y p�r��stup vody a �zivin, mi-
kroorganizmy v nich sn�aze rostou. Nev�yhodou je r�ust mikroorganizm�u projevuj��c�� se zakalen��m,
sedimentem nebo blankou (dle n�arok�u na kysl��k). V tekut�em m�ediu nelze ur�cit, zda se jedn�a
o �cistou kulturu nebo sm�es v��ce druh�u, rod�u.

Pro p�r��pravu ztu�zen�ych p�ud se k bujonov�emu z�akladu p�rid�av�a v�et�sinou agar (sm�es polysa-
charid�u z mo�rsk�ych �ras, nen�� vyu�z��v�an jako zdroj �zivin), m�en�e pak �zelatina (ni�z�s�� teplota t�an��, okolo
35 ° C) �ci k�remi�cit�e gely. V�yhodou kultivace na pevn�em m�ediu na Petriho misce je mo�znost po-
zorov�an�� izolovan�ych koloni�� (klon�u jedn�e bu�nky), tedy izolovan�ych kmen�u. Kolonie bakteri�aln��ho
druhu je taxonomicky v�yznamn�y makroskopick�y znak.
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M�edia univerz�aln�� sv�ym slo�zen��m vyhovuj�� po�zadavk�um na v�y�zivu �sirok�eho spektra orga-
nizm�u (nap�r. masopeptonov�y bujon, sladinov�y agar). M�edia selektivn�� sv�ym slo�zen��m zv�yhod�nuj��
r�ust jednoho druhu nebo c��lov�e skupiny organizm�u, r�ust ostatn��ch druh�u je inhibov�an (nap�r.
Ashbyho agar { bezdus��kat�e m�edium, rostou na n�em jen organizmy schopn�e �xace vzdu�sn�eho
dus��ku). Selektivn�� m�edia obsahuj�� inhibi�cn�� slo�zku nebo naopak n�ekter�a z�akladn�� slo�zka chyb��,
co�z zv�yhod�nuje a c��len�e izoluje prokazovan�e rody a druhy. M�edia selektivn�e diagnostick�a sv�ym
slo�zen��m potla�cuj�� r�ust v�et�siny mikroorganizm�u a umo�z�nuj�� r�ust jen velmi mal�e skupin�e. Charak-
teristick�y r�ust se projev�� zm�enou barvy m�edia �ci koloni�� vlivem biochemick�e reakce mikroorganizmu
(nap�r. Endova p�uda).

P�r��klady kultiva�cn��ch p�ud

Masopeptonov�y agar (MPA)
obsahuje v�yta�zek z masa, pepton, s�ul a agar, b�yv�a z�akladem pro dal�s�� m�edia.

Krevn�� agar (KA)
p�ripravuje se p�rid�an��m 5{10 % de�brinovan�e zv���rec�� krve k vhodn�emu z�akladu (nap�r. MPA), nejv��ce
pou�z��van�a p�uda, roste na n�� v�et�sina bakteri��, na KA lze ode�c��tat hemol�yzu, pokud bakterie tvo�r��
hemolyziny { vznik �upln�eho projasn�en��, u ne�upln�e hemol�yzy nen�� projasn�en�� �upln�e.

Endova p�uda (Endoagar, EA)
selektivn�e diagnostick�a p�uda pro st�revn�� bakterie (�celed ’ Enterobacteriaceae), obsahuje lakt�ozu. In-
dik�atorem jej��ho kva�sen�� je bazick�y fuchsin odbarven�y si�ri�citanem sodn�ym. Je-li lakt�oza kva�sena,
m�en�� se barva sv�etle �alovo�cerven�a do temn�e �alov�e vlivem zm�eny pH. Bakterie, kter�e kvas��
lakt�ozu, maj�� tmav�e �alov�e zabarven�e kolonie. Bakterie, kter�e lakt�ozu nezkva�suj��, maj�� kolonie
r�u�zov�e.

XLD agar
p�uda pro z�achyt patogenn��ch st�revn��ch bakteri�� (Salmonella), obsahuje lakt�ozu. Lakt�ozu kvas��c��
bakterie jsou �zlut�e. Lze rozpoznat tvorbu H2S { �cern�y st�red koloni��.

Sabouraudova p�uda
pro z�achyt kvasinek a pl��sn��, obsahuje gluk�ozu nebo malt�ozu, pH 5,0.

Fortnerova p�uda
pro z�achyt anaerob�u (obsahuje redukuj��c�� substance).

L•owenstein-Jensenova p�uda
pevn�a p�uda pro z�achyt mykobakteri��, obsahuje vaje�cnou emulzi, glycerin, �skrob, malachitovou
zele�n.

Slanetz-Bartley agar (SB)
selektivn�e diagnostick�a p�uda pro bakterie rodu Enterococcus, chud�a na �ziviny (enterokoky jsou
nen�aro�cn�e oproti jin�ym bakteri��m), kolonie enterokok�u maj�� v masivn��m n�ar�ustu �alovohn�edou
barvu.

Wilson-Blairova p�uda
selektivn�� p�uda pro salmonely (�cern�e kovov�e leskl�e kolonie s �cern�ym okol��m).

Claubergova p�uda
diagnostick�a p�uda pro Corynebacterium diphtheriae (�cern�e kolonie s kovov�ym leskem).

�Cokol�adov�y agar
obsahuje krev p�rid�avanou do hork�eho z�akladu pro krevn�� agar (80 ° C), slou�z�� ke kultivaci n�aro�cn�ych
mikrob�u.

Mueller-Hinton agar
vyu�z��v�a se pro testov�an�� citlivosti a rezistence k antibiotik�um a pro prim�arn�� izolaci neisseri��.
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Uchov�an�� m�edi��

A�z na v�yjimky se m�edia uchov�avaj�� v lednici tak, aby nevysychaly { dnem vzh�uru a zabalen�e a to
po stanovenou dobu exspirace.�Cerstv�a m�edia nesm�� m��t p�red o�ckov�an��m bakteri�� mokr�y povrch
{ p�red za�c�atkem pr�ace se d�avaj�� na n�ekolik hodin su�sit.

Dezinfekce, sterilizace, dekontaminace

Odstran�en�� mikroorganizm�u z prost�red�� (dekontaminace) m�u�ze b�yt zabezpe�ceno r�uzn�ymi zp�usoby
a tomu odpov��d�a t�e�z dosa�zen�y efekt. Prost�y �uklid, myt��, pran�� a �zehlen�� sni�zuje v�yskyt mikroor-
ganizm�u a�z o 90 %. T��m se zvy�suje �u�cinnost n�asledn�e prov�ad�en�e dezinfekce nebo sterilizace.

Dezinfekce
s pou�zit��m chemick�ych l�atek nebo fyzik�aln�� je de�nov�ana jako ni�cen�� �ci zne�skod�nov�an�� vegetativn��ch
bun�ek patogenn��ch mikroorganizm�u na ne�ziv�ych p�redm�etech, ve vn�ej�s��m prost�red�� (ve vod�e, ve
vzduchu apod.) a v infek�cn��m materi�alu. C��lem dezinfekce je u�cinit p�redm�ety (zevn�� prost�red��)
neinfek�cn��. �U�cinnost dezinfekce je z�avisl�a na rezistenci mikroorganizm�u v�u�ci t�emto prost�redk�um,
kter�e by m�ely m��t baktericidn�� �u�cinek na v�et�sinu patogenn��ch mikroorganizm�u.

Antisepse
je zne�skod�nov�an�� patogenn��ch z�arodk�u v prost�red�� �ziv�ych tk�an��, v ran�ach, na sliznic��ch a na k�u�zi
s pou�zit��m antiseptik. Je nam���rena hlavn�e proti mikrob�um vyvol�avaj��c��m hnis�an��. U antiseptik
nen�� striktn�� po�zadavek na baktericidn�� �u�cinek jako u dezinfek�cn��ch prost�redk�u, sta�c�� bakteriosta-
tick�e p�usoben��. Antiseptika mus�� spl�novat po�zadavek nejedovatosti a dobr�e sn�a�senlivosti �ziv�ymi
tk�an�emi. Na rozd��l od dezinfek�cn��ch prost�redk�u proto podl�ehaj�� schv�alen�� jako ka�zd�y jin�y zdravot-
nick�y prost�redek. U antiseptik nen�� nutn�a dobr�a rozpustnost ve vod�e.

Asepse
je souhrn opat�ren�� vedouc��ch ke stavu, kdy je v prost�red�� minimum mikroorganizm�u. Asepse m�a
zabr�anit p�r��stupu mikroorganizm�u k �ziv�ym tk�an��m p�ri chirurgick�ych operac��ch pou�z��v�an��m ste-
riln��ch n�astroj�u, obvazov�ych l�atek, �sic��ho materi�alu, pry�zov�ych rukavic, p�r��pravou opera�cn��ho pole,
dezinfekc�� chirurgov�ych rukou, pou�z��v�an��m �ustenek apod. Pojem asepse zahrnuje tak�e laboratorn��
a v�yrobn�� metody, u nich�z je snaha zabr�anit mikrobi�aln�� kontaminaci nap�r. u mikrobiologick�ych
laboratorn��ch prac�� a p�ri v�yrob�e l�ek�u.

Sterilizace
je zni�cen�� v�sech �ziv�ych mikroorganizm�u, v�cetn�e vysoce rezistentn��ch bakteri�aln��ch endospor fy-
zik�aln��mi nebo chemick�ymi postupy.

Sterilizace nasycenou vodn�� parou pod tlakem
(v autokl�avu) se prov�ad�� nej�cast�eji za p�retlaku 100 kPa p�ri teplot�e 120 ° C po dobu 15{30 minut.
Tento zp�usob sterilizace umo�z�nuje zni�cit bezpe�cn�e v�sechny formy mikroorganizm�u. Autokl�av je
tlakov�y steriliz�ator opat�ren�y vodoznakem pro stav vody ve vyv��je�ci p�ary (pokud nen�� p�r��mo napo-
jen na p�r��vod p�ary z centr�aln��ho zdroje). D�ale je vybaven pojistn�ym ventilem, dv�ema manometry
(jeden k m�e�ren�� p�retlaku p�ary ve vyv��je�ci, druh�y v pracovn��m prostoru), odvzdu�s�novac��m ventilem,
vodn�� v�yv�evou a teplom�erem. Dokonal�e odvzdu�sn�en�� pracovn��ho prostoru na za�c�atku sterilizace
je p�redpokladem �usp�e�sn�e sterilizace (sm�es p�ary se vzduchem p�ri 120 ° C a 30 minutov�e expozici
nem�a spolehliv�y steriliza�cn�� efekt). V autokl�avu lze sterilizovat r�uzn�e roztoky, kovov�e laboratorn��
n�astroje, pry�zov�y materi�al. P�ri sterilizaci bakteriologick�ych p�ud je t�reba d�at pozor na mo�znost
hydrol�yzy disacharid�u a po�skozen�� termolabiln��ch l�atek.
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

� komer�cn�� masopeptonov�e m�edium (MPB { meat pepton broth)

� agar, destilovan�a voda

� steriln�� Petriho misky

� sklen�en�e biologick�e zkumavky, Erlenmeyerovy ba�nky

� vatov�e z�atky, odm�ern�y v�alec, autokl�av

Postup

� Pr�ace prob��h�a ve dvojici. Popsat sv�e zkumavky a misky zespodu.

� Do Erlenmeyerovy ba�nky nav�a�zit 2,6 g masopeptonov�eho bujonu.

� Doplnit do 200 ml destilovanou vodou, d�ukladn�e rozm��chat a zm�e�rit pH (pH pap��rkem,
p�r��padn�e upravit).

� Pipetovat po 5 ml do dvou zkumavek, uzav�r��t vatovou �ci kovovou z�atkou. Takto jsou zku-
mavky s bujonem p�ripraven�e ke sterilizaci.

� Ke zbytku roztoku m�edia p�ridat 3,6 g agaru a prom��chat. M�edium zah�r��vat do rozva�ren��
agaru (v autokl�avu �ci mikrovlnn�e troub�e), pot�e pipetovat op�et do dvou zkumavek po 5 ml,
uzav�r��t vatovou �ci kovovou z�atkou. Zkumavky jsou p�ripraven�e pro sterilizaci { �sikm�y agar.

� Zbytek m�edia v ba�nce uzav�r��t vatovou z�atkou a spole�cn�e se zkumavkami um��stit do au-
tokl�avu. Sterilizace prob��h�a 20 min p�ri tlaku 0,15 MPa a teplot�e 121 ° C.

� Po sterilizaci v autokl�avu je ji�z m�edium steriln��, nutno dodr�zovat z�asady aseptick�e pr�ace
(o�zeh�av�an�� hrdla ban�ek a zkumavek)!

� Steriln�� m�edium z ba�nky rozl�evat do p�redem p�ripraven�ych steriln��ch Petriho misek. Do misky
nal��t zhruba 20 ml m�edia, to odpov��d�a 4{5 mm m�edia na v�y�sku v misce. Misky otev��rat co
nejm�en�e, p�ri pr�aci nemluvit (obr. 1A). Po utuhnut�� misky obr�atit dnem vzh�uru.

� Zkumavky se steriln��m agarem je�st�e za tekut�eho stavu ulo�zit do �sikm�e polohy a nechat
utuhnout (obr. 1B).

� Po n�ekolika dnech vyhodnotit, zda nedo�slo ke kontaminaci.
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Obr. 1: P�r��prava �zivn�ych agar�u (archiv autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� P�ripraven�a m�edia budou v p�r���st��m cvi�cen�� slou�zit nejen k o�ckov�an��, ale i k n�asledn�emu makro-
skopick�emu pozorov�an�� kultur mikroorganizm�u. Byly dodr�zeny z�asady aseptick�e pr�ace?

� Do�slo k n�ar�ustu kontaminace?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Votava M., Kultiva�cn�� p�udy v l�eka�rsk�e mikrobiologii . 2000, Nakladatelstv�� Hortus, Brno,
ISBN 80-238-5058-X.

Kontroln�� ot�azky

1. Jak byla zaji�st�ena sterilita pr�ace?

2. Jakou v�yhodu m�a �sikm�y agar oproti agaru v Petriho misce?

3. Pro�c se charakter r�ustu koloni�� hodnot�� na Petriho misce a nikoli v bujonu?

4. Jak se od sebe li�s�� syntetick�a m�edia a p�rirozen�a?

5. Jmenujte p�r��klady a slo�zen�� ztu�zovadel kultiva�cn��ch p�ud v mikrobiologii.
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6. Jak�e pom�ucky a postupy zaru�cuj�� aseptickou pr�aci ve cvi�cen��?

7. Jak�ym zp�usobem je mo�zn�e z��skat z bujonu ztu�zenou kultiva�cn�� p�udu?

8. Jak�a je funkce kultiva�cn��ch m�edi��?

9. Jak�y je rozd��l mezi antiseps�� a aseptickou prac��?

10. Inaktivuj�� se pasterizac�� bakteri�aln�� endospory?

11. Co je to sterilizace; uved’te n�ekolik p�r��klad�u.

12. Uved’te n�ekolik p�r��klad�u pro zaji�st�en�� aseptick�e pr�ace na laboratorn��m stole mikrobiolo-
gick�eho praktika bez 
owboxu.

13. �C��m je mo�zn�e obohatit kultiva�cn�� p�udu?

14. Co znamen�a pojem dezinfekce?

15. Co znamen�a pojem sterilizace?

Zaj��mavosti

� Robert Koch zavedl kultivaci na extraktu zhov�ez��ho masa zpevn�en�em �zelatinou . Kultivac��
na pevn�e p�ud�e tak mohl zjistit po�cet druh�u bakteri�� (dle vzhledu kolonie) a po�cet bun�ek ve
vzorku (= po�cet koloni��) a z��skat �cistou kulturu.

� Walter Hesse na radu sv�e man�zelky nahradil �zelatinu agarem .

� Petriho misky byly v mikrobiologii zavedeny Richardem Petrim v roce 1887.

� Masov�y v�yta�zek je bohat�y na r�ustov�e faktory, ale na �ziviny je pom�ern�e chud�y. Frederick
L�o
er (spoluobjevitel p�uvodce z�a�skrtu) vylep�sil masov�y extrakt p�r��davkem peptonu (pro-
dukt enzymatick�eho natr�aven�� masa, obsahuje peptidy i voln�e aminokyseliny) a NaCl , t��m
vznikl �zivn�y bujon.

� Komer�cn�� su�sen�a kultiva�cn�� m�edia se pou�z��vaj�� od roku 1914.
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a uchov�av�an�� mikroorganizm�u

C��l cvi�cen��

Nau�cit se z�asady aseptick�e pr�ace a dodr�zovat je p�ri pr�aci s mikroorganizmy. Zvl�adnut�� techniky
o�ckov�an�� mikroorganizm�u (tekut�a i tuh�a m�edia). Izolace jednotliv�ych koloni�� pomoc�� k�r���zov�eho
rozt�eru.

�Uvodn�� slovo

Jako kultury ozna�cujeme mikroorganizmy kultivovan�e v laboratorn��ch podm��nk�ach na �zivn�ych
m�edi��ch. Pracujeme-li s kulturou jednoho druhu, pova�zujeme ji za kulturu �cistou . Kultury
sm���sen�e jsou kultury n�ekolika druh�u (nap�r. izol�aty z p�rirozen�eho prost�red��, kter�e je pot�reba kul-
tivac�� pro identi�kaci odd�elit = izolovat). Jako kultury technick�e se ozna�cuj�� kultury pou�z��van�e
pro v�yzkumn�e nebo provozn�� �u�cely (v �cist��rn�ach odpadn��ch vod, bakteri�aln�� �ltry, bioreaktory).
Technick�e kultury mohou b�yt jak �cist�e (pivovarsk�e kvasinky), tak sm���sen�e (ml�e�cn�e bakterie pro
v�yrobu jogurt�u).

Kultury p�ren�a�s��me (= p�reo�ckov�av�ame) na �cerstv�e m�edium z tekut�eho nebo z tuh�eho m�edia
za r�uzn�ymi �u�cely: p�renesen�� do �cerstv�ej�s��ho m�edia, o�ziven��, o�ckov�an�� na diagnostick�e m�edium, izo-
lace kultury, o�ckov�an�� pro ode�cet fyziologick�ych a morfologick�ych vlastnost�� kultury. Charakter
r�ustu a podm��nky n�asledn�e kultivace jednotliv�ych kultur se v laborato�ri (optim�aln�� podm��nky {
�cist�a kultura, dostatek �zivin) v�zdy odli�suj�� od r�ustu dan�e kultury v p�rirozen�em prost�red��. R�ust
v p�rirozen�em prost�red�� doprov�az�� kompetence o �ziviny, adaptace a neust�al�y boj s antibiotiky a me-
tabolity sou�casn�e p�r��tomn�ych dal�s��ch kmen�u. Nav��c je t�reba si uv�edomit, �ze mnoho bakteri�aln��ch
druh�u je nekultivovateln�ych.

Izolace bakteri�aln��ho kmene

Pro zisk �cist�e kultury jsou vyu�z��v�ana selektivn�� m�edia, na kter�ych vyroste pouze �z�adan�y bakteri�aln��
taxon �ci skupina taxon�u (druh, rod). Pro izolaci kmene na Petriho misce na selektivn��m nebo na
neselektivn��m (univerz�aln��m) m�ediu vyu�z��v�ame metodu k�r���zov�eho rozt�eru. Podle vzhledu vy-
rostl�ych koloni�� lze odli�sit r�uzn�e morfologick�e typy a ty n�asledn�e izolovat dal�s��m k�r���zov�ym rozt�erem
(odebr�an��m bun�ek z dan�e kolonie). K�r���zov�y rozt�er je metoda postupn�eho z�red’ov�an�� p�uvodn�� kul-
tury za �u�celem zisku jednotliv�ych koloni�� a ode�cten�� jejich morfologie. Kolonie mikroorganizm�u je
ve sv�e podstat�e klon jedn�e bu�nky. Bakteriologick�a kli�cka s p�ren�a�senou kulturou se po ka�zd�em kroku
o�ckov�an�� �z��h�a v plamenu, t��m dojde k usmrcen�� bun�ek a p�ri dal�s��m tahu pak po agaru rozt��r�ame
pouze bu�nky set�ren�e z n�asleduj��c�� oblasti k�r���zov�eho rozt�eru. Rozt��r�a se st�ale men�s�� mno�zstv�� bun�ek.
V m��st�e tzv. h�adku (posledn�� oblast k�r���zov�eho rozt�eru) ji�z vyr�ustaj�� jednotliv�e kolonie, u kter�ych
lze hodnotit charakteristick�y pro�l, vzhled, tvar, barvu, okraje.

Kultivace

Kultury v tekut�em m�ediu m�u�zeme kultivovat kontinu�aln�e (nap�r. v�et�s�� objemy m�edia s pr�umy-
slov�ymi kmeny). P�r��kladem je chemostat , kdy je r�ustov�a rychlost kultury �r��zena koncentrac��
limituj��c�� �ziviny, kter�a je p�r��tokem nov�eho m�edia dod�av�ana. Nao�ckujeme-li m�edium, do kter�eho ji�z
nejsou dod�av�any �ziviny, jedn�a se o kultivaci statickou . Statick�a kultivace m�u�ze b�yt submerzn��
(t�repan�a) nebovzdu�sn�en�a. T�emito procesy se prom��ch�av�an��m zv�et�suje plocha f�azov�eho rozhran��
a m�u�ze prob��hat efektivn�ej�s�� v�ym�ena plyn�u (nap�r. provzdu�s�novac�� ro�sty v bioreaktorech).
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Vzhled kultury ovliv�nuje pou�zit�e m�edium, typ kultivace i st�a�r�� kultury. Stejn�y mikroor-
ganizmus m�u�ze na r�uzn�ych typech agar�u vykazovat r�uzn�e morfologick�e vlastnosti (pigmentace,
velikost koloni��, atd.).

P�ri pr�aci s �cist�ymi kulturami, v na�sem p�r��pad�e z �Cesk�e sb��rky mikroorganizm�u, (), dodr�zu-
jeme podm��nky kultivace dle katalogu kultur { doporu�cen�e m�edium de�novan�eho slo�zen��, teplota
a podm��nky kultivace. Pokud izolujeme kmeny z prost�red�� , sna�z��me se dodr�zet podm��nky, kter�e
jsou pro n�e v dan�em prost�red�� p�rirozen�e (koncentrace sol��, �zivin, teplota, pH).

R�ustov�a k�rivka (obr. 2)

je gra�ck�e vyj�ad�ren�� z�avislosti po�ctu bun�ek na d�elce statick�e kultivace a skl�ad�a se z n�ekolika f�az��:

Lag f�aze
prob��h�a p�rizp�usobov�an�� a r�ust samotn�e bu�nky, aktivace vhodn�ych enzym�u, organizace metabo-
lizmu. V �cinnosti jsou adaptivn�� enzymy, v bu�nce je p�r��tomno mnoho RNA (zv�y�sen�a synt�eza
enzym�u), �rada je�st�e neadaptovan�ych bun�ek odum��r�a.

F�aze fyziologick�eho ml�ad�� (zrychlen�eho r�ustu)
bod mezi lag a log f�az��; v�sechny pot�rebn�e enzymy jsou p�ripraveny a kultura vykazuje vysokou rych-
lost r�ustu.

Log f�aze (logaritmick�a, exponenci�aln��)
intenzivn�� r�ust bu�nky a metabolizmus, trv�a, dokud nen�� koncentrace �zivin limituj��c��, v�sechny bu�nky
se d�el�� konstantn�� maxim�aln�� rychlost��. Z t�eto �c�asti k�rivky se vyu�z��vaj�� parametry pro srovn�av�an��
experiment�u. Bu�nky lze dob�re charakterizovat, charakter r�ustu se ode�c��t�a v�zdy v log f�azi (such�a
a mokr�a hmotnost bun�ek, n�ar�ust metabolit�u, stanoven�� v�ahy DNA, RNA).

F�aze zpomalen�eho r�ustu
sn���zen�� intenzity metabolizmu, hromad�en�� metabolit�u

F�aze stacion�arn��
sn���zen�� rychlosti mno�zen��, po�cet nov�e vznikl�ych bun�ek se vyrovn�av�a s po�ctem odum�rel�ych, doch�az��
k vy�cerp�an�� �zivin, d�elka �zivota z�avis�� na citlivosti k hladov�en��, mohou vznikat endospory

F�aze odum��r�an��
m�edium je spot�rebov�ano a bu�nka odbour�av�a sv�e z�asobn�� l�atky, �cel�� kyselosti prost�red�� (ze sv�ych
zplodin), nesta�c�� repara�cn�� syst�emy

Obr. 2: R�ustov�a k�rivka. Pln�a �c�ara { celkov�y po�cet mikroorganizm�u (mrtv�ych i �ziv�ych); p�reru�sovan�a
�c�ara { po�cet �ziv�ych mikroorganizm�u (Greenwood a kol., 1999, upraveno)

http://www.sci.muni.cz/ccm/
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Diauxie je postupn�e vyu�z��v�an�� dvou substr�at�u. Nejd�r��ve se vyu�zije jednoduch�y zdroj, nap�r.
gluk�oza, a potom teprve slo�zit�ej�s�� substr�at, nap�r. lakt�oza. R�ustov�a k�rivka m�a v tom p�r��pad�e dva
vrcholy.

Teplota

Podle optim�aln�� teploty kultivace rozli�sujeme t�ri z�akladn�� skupiny mikroorganizm�u: psychro�ln��
s optimem r�ustu pod 20 ° C (oce�any, jeskyn�e, chladni�cka { nap�r. pseudomon�ady, aeromon�ady,
listerie); mezo�ln�� s optimem r�ustu mezi 20 a�z 40 ° C (v�et�sina bakteri�aln��ch druh�u; parazitick�e
mikroorganizmy); termo�ln�� s optimem r�ustu nad 55 ° C (extr�emn�� termo�lov�e rostou a�z kolem
100 ° C).

Vztah ke kysl��ku

Bakteri�aln�� druhy kultivovan�e za p�r��stupu vzduchu ozna�cujeme jako aerobn�� . Aerobn�� kultivace
je zaji�st�ena n�at�erem a kultivac�� bun�ek na agaru na Petriho misce �ci ve zkumavce na agaru �sikm�em
nebo v n��zk�e vrstv�e tekut�eho m�edia (okolo 5 ml). V�et�s�� objemy tekut�eho m�edia by ji�z musely
b�yt syceny kysl��kem (aerace, submerzn�� kultivace). N�ekter�e st�revn�� bakterie jsou p�r��kladem fa-
kultativn��ch anaerob�u , kter�e jsou schopny r�ustu jak v aerobn��m, tak anaerobn��m prost�red��.
V prost�red�� s kysl��kem p�rep��naj�� na energeticky v�yhodn�ej�s�� aerobn�� metabolizmus. V tekut�em
m�ediu se projevuj�� r�ustem v cel�em jeho sloupci (z�akal m�edia). Anaerobn�� organizmy se vy-
skytuj�� v prost�red�� s nulovou �ci n��zkou koncentrac�� kysl��ku, kysl��k p�usob�� jako jed �ci inhibitor
r�ustu. Stav anaerobi�ozy jako prvn�� de�noval Louis Pasteur, kter�y zavedl do mikrobiologie term��ny
pro aerobn�� a anaerobn�� organizmy. V z�avislosti na stupni tolerance v�u�ci molekul�arn��mu kysl��ku,
lze anaerobn�� mikroorganizmy d�elit na: striktn�e (oblig�atn�e) anaerobn�� mikroorganizmy {
vy�zaduj�� �uplnou absenci kysl��ku, koncentrace v��ce ne�z 0,5 % na n�e p�usob�� toxicky a odum��raj��; ae-
rotolerantn�� mikroorganizmy { nevyu�z��vaj�� kysl��k jako kone�cn�y akceptor elektron�u, ale rostou
v jeho n��zk�ych koncentrac��ch; mikroaero�ln�� mikroorganizmy { vy�zaduj�� ur�cit�e n��zk�e procento
kysl��ku, vyu�z��vaj�� ho jako kone�cn�y akceptor elektron�u, ale nerostou za p�r��tomnosti 21 % vzdu�sn�eho
kysl��ku za norm�aln��ho tlaku.

Anaerobn�� nebo mikroaero�ln�� kultivace se prov�ad�� hlubok�ym vpichem do agaru nebo
o�ckov�an��m do vysok�e vrstvy kapaln�eho m�edia. Je nutno sn���zit oxidoreduk�cn�� potenci�al p�rid�an��m re-
dukuj��c��ch l�atek (kyselina askorbov�a, thioglykol�at, thios��ran) do m�edia. Pokud anaerobn�� prost�red��
pro kultivaci vytv�a�r��me, vyu�z��v�ame tzv. anaerostatu a sm�esi chemik�ali�� (�zelezn�y pr�a�sek, kyseliny
vinn�a, citronov�a), kter�a po ovlh�cen�� uvol�nuje vod��k, kter�y v p�r��tomnosti katalyz�atoru (Pt, Pd)
reaguje s p�r��tomn�ym vzdu�sn�ym kysl��kem za jeho vyt�esn�en�� a vzniku molekul vody.

Uchov�an�� mikroorganizm�u

Typ uchov�av�an�� vol��me podle jeho zam�y�slen�e d�elky:

� na Petriho misce p�ri 4 ° C, kr�atkodob�e, nutno p�reo�ckov�avat (nap�r. laktokoky po t�ydnu, bacily
po 2{3 m�es��c��ch)

� na �sikm�em agaru p�ri 4 ° C, v �r�adu t�ydn�u; v m��stnosti �ci termostatu p�ri 25 ° C v �r�adu dn�u

� ve zkumavce v agaru ve vpichu, po dobu n�ekolika m�es��c�u

� na por�ozn��ch materi�alech { �zelatinov�ych disc��ch, kuli�ck�ach, dlouhodob�e

� pod steriln��m miner�aln��m olejem (houby, bakterie)

� lyo�lizovan�e (lyo�lizace = sublimace vody ve vakuu), m�en�e �setrn�a ne�z kryoprezervace,
v�sechny mikroorganizmy nelze lyo�lizovat, nap�r. houby; doch�az�� ke sn���zen�� viability, lyo�li-
zovan�e kultury jsou p�ripraven�e ihned k odesl�an��, snadn�a manipulace
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� zmrazen�e na {70 ° C (nap�r. v kultiva�cn��m m�ediu s 15 % glycerolu) po mal�ych objemech
v hlubokomrazic��m boxu , p�re�z��v�an�� m�es��ce, roky

� boxy s pevn�ym CO2, such�y led (-78 °C)

� kryogenn�� hlubokomraz��c�� boxy ({150 ° C)

� kryoprezervace { zamra�zen�� kultur ve velmi n��zk�ych teplot�ach, nap�r. v tekut�em dus��ku
(a�z {196 ° C) nebo v jin�ych plynech (He, Cr, H), uchov�av�an�� neomezen�e dlouho. Nejvhodn�ej�s��
je postupn�e ochlazov�an�� (kontrolovan�a rychlost zamra�zen��: ide�aln�e 1 ° C/min. pro sn���zen��
osmotick�e disbalance a proti nevhodn�emu formov�an�� krystal�u vody v bu�nce (amorfn�� led);
n�ekter�e odoln�e bakterie snesou rychlej�s�� nebo okam�zit�e zamra�zen�� { dle rigidity bu�nky).
Vhodn�e je pou�z��t kryoprotektanty v ochrann�em m�ediu { dimethylsulfoxid, glycerol.

Vlastnosti mikroorganizm�u ve cvi�cen��

Escherichia coli

(�celed’ Enterobacteriaceae): gramnegativn�� rovn�e ty�cky vyskytuj��c�� se jednotliv�e nebo po dvou. Po-
hybliv�e pomoc�� peritrich�aln��ch bi�c��k�u nebo nepohybliv�e, mezo�ln��, fakultativn�e anaerobn��. B�e�zn�y
komenz�al tlust�eho st�reva, pom�ah�a udr�zovat rovnov�ahu mikro
�ory, p�usob�� proti patogen�um st�reva,
syntetizuje vitaminy A, B, K. Pokud se dostane mimo st�revo, m�u�ze p�usobit jako patogen. Fek�aln��m
zne�ci�st�en��m se dost�av�a do vody, kde m�u�ze p�re�z��t �radu t�ydn�u { nejb�e�zn�ej�s�� indik�ator fek�aln�� konta-
minace pitn�e vody. Slou�z�� jako model genov�eho in�zen�yrstv�� (sekvenace cel�eho genomu), producent
r�uzn�ych l�atek (nap�r. inzul��n).

Patogenn�� kmeny E. coli jsou charakterizov�any a identi�kov�any s�erologicky (somatick�e,
kapsul�arn��, bi�c��kov�e antigeny) i biochemicky: enterotoxigenn�� E. coli (ETEC) { cestovatelsk�e
pr�ujmy, endemick�y v�yskyt v tepl�ych oblastech; enteropatogenn�� E. coli (EPEC) { pr�ujmy novoro-
zenc�u, alterace epitelu st�reva; enteroinvazivn�� E. coli (EIEC); enterohemoragick�a E. coli (EHEC)
{ zp�usobuje hemoragie (krv�acen�� do org�an�u tr�avic��ho traktu).

Serratia marcescens

(�celed’ Enterobacteriaceae): gramnegativn�� rovn�e ty�cky, fakultativn�e anaerobn��, mezo�ln��, tvorba
�cerven�eho pigmentu. V�yskyt v p�ud�e, vod�e, na rostlinn�ych povr�s��ch, ale i oportunn�� patogen �clov�eka
{ �cast�y p�uvodce nozokomi�aln��ch infekc�� mo�cov�eho a d�ychac��ho traktu. M�u�ze b�yt sou�c�ast�� zubn��ho
povlaku (pigmentace zubu), je p�uvodcem r�u�zov�eho povlaku ve vlhk�em prost�red�� koupelen.

Pseudomonas

(�celed’ Pseudomonadaceae): gramnegativn�� rovn�e nebo nepatrn�e zak�riven�e ty�cky, schopnost po-
hybu jedn��m nebo v��ce pol�arn��mi bi�c��ky. Optim�aln�� kultiva�cn�� teplota je 25{30 ° C, aerobn��. Tvorba
fenazinov�ych exopigment�u pyocyaninu a 
uorescinu (pyoveridinu), kter�e zp�usobuj�� modrozelen�e
a �zlut�e a�z �zlutozelen�e zabarven�� kultury i kultiva�cn��ho m�edia. V�yskyt v prost�red��, ve zka�zen�e
potrav�e (vaj���cka, ryby, ml�eko), �cast�a izolace z klinick�ych vzork�u. V�yznamn�e lidsk�e, zv���rec�� i rost-
linn�e patogeny, p�uvodci nozokomi�aln��ch infekc��; faktorem virulence je tvorba bio�lmu s vysok�ym
stupn�em rezistence na povrchu tk�an�� nebo p�redm�et�u d��ky tvorb�e polysacharidu algin�atu ( P. aerugi-
nosa neboP. 
uorescens), kter�y tvo�r�� matrix bio�lmu a chr�an�� bu�nky v�u�ci p�usoben�� dezinfek�cn��ch
l�atek, protil�atek a antibiotik. Akumuluje poly- � -hydroxybutyr�at. D��ky �sirok�emu spektru meta-
bolick�ych drah se pod��l�� na geochemick�ych cyklech, biodegradac��ch a v�yznamn�e se uplat�nuje p�ri
bioremediac��ch (nap�r. degradace toluenu) nebo jako biokontroln�� agens. P. putida { bioremediace;
P. 
uorescens { produkce 
uoresceinu
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Kocuria rosea

(�celed’ Micrococcaceae): grampozitivn�� koky uspo�r�adan�e po dvou, ve �ctve�ric��ch �ci shluc��ch. Aerobn��,
mezo�ln��, tvo�r�� r�u�zov�e a �cerven�e pigmenty. V�yskyt v p�ud�e, vod�e, prachu, na k�u�zi savc�u. Rod byl
pojmenov�an na po�cest v�yznamn�eho brn�ensk�eho mikrobiologa doc. RNDr. Milo�se Kocura, CSc.

Micrococcus luteus

(�celed’ Micrococcaceae): grampozitivn�� koky uspo�r�adan�e po dvou, ve �ctve�ric��ch �ci shluc��ch, aerobn��.
V�yskyt na poko�zce savc�u, v potravin�ach , p�ud�e, vzduchu a vod�e . Produkce �zlut�eho pigmentu.

Staphylococcus aureus

(�celed’ Staphylococcaceae): grampozitivn�� koky vyskytuj��c�� se jednotliv�e, po dvou nebo v nepravi-
deln�ych shluc��ch. Kolonie mohou b�yt b��l�e nebo na�zloutl�e. V�yskyt na k�u�zi a sliznic��ch teplokrevn�ych
obratlovc�u, v potravin�ach a v prost�red��. N�ekter�e druhy jsou patogenn�� a produkuj�� toxiny.

Bacillus

(�celed’ Bacillaceae): grampozitivn�� rovn�e ty�cky, �casto ve dvojici �ci v �ret��zc��ch, pohybliv�e, aerobn�� �ci
fakultativn�e anaerobn��. V�yskyt v p�ud�e, vod�e, potravin�ach (r�y�ze). N�ekolik druh�u rodu jsou patogeny
�clov�eka �ci hmyzu. Produkce toxin�u ( otravy z j��dla, gastroenteritidy ). Tvo�r�� ov�aln�e �ci kulat�e endo-
spory, kter�e jsou v bu�nce ulo�zeny termin�aln�e, subtermin�aln�e, paracentr�aln�e �ci centr�aln�e a kter�e se
mohou vyu�z��vat jako biopesticidy ( B. thuringiensis ). Tvar, velikost a ulo�zen�� spory je charakte-
ristick�y znak pro identi�kaci.

� B. cereus { prost�red��, zp�usobuje gastroenteritidy, aliment�arn�� intoxikace

� B. subtilis { prost�red��, izolov�an p�ri potravinov�ych otrav�ach

� B. mycoides { prost�red��, rhizoidn�� r�ust

� B. sphaericus { p�uda i vodn�� sedimenty, potraviny

� B. thuringiensis { patogenn�� pro hmyz, produkce toxin�u (paraspor�aln�� t�el��sko)

Saccharomyces cerevisiae

pat�r�� mezi eukaryotn�� mikroorganizmy. Mezo�ln��, fakultativn�e anaerobn�� kvasinka. Bu�nka vejco-
vit�eho tvaru je v�yrazn�e v�et�s�� ne�z bu�nky bakteri��. Bun�e�cn�a st�ena neobsahuje peptidoglykan. V�yskyt
v prost�red�� a v pr�umyslov�ych provozech. Prvn�� osekvenovan�y eukaryotick�y organizmus. V�yroba po-
travin (pivo, v��no, pe�civo), produkce r�uzn�ych l�atek (nap�r. inzul��n, rekombinantn�� vakc��na HBsAg),
modelov�y organizmus.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Bakteriologick�e plotny s MPA (MEA v p�r��pad�e S. cerevisiae)

� Zkumavky se �sikm�ym agarem MPA (MEA v p�r��pad�e S. cerevisiae)

� Zkumavky s tekut�ym m�ediem MPB (MEB v p�r��pad�e S. cerevisiae)

� O�ckovac�� kli�cky, o�ckovac�� jehly, termostat, kahan
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Mikroorganizmy

� Escherichia coli CCM 3954

� Pseudomonas putida,

� P. 
uorescens CCM 2115T

� Serratia marcescensCCM 303

� Kocuria rosea CCM 839

� Micrococcus luteus CCM 169

� Bacillus cereus CCM 2010

� Staphylococcus aureusSA 812

� Saccharomyces cerevisiae

Postup

Do kultury ani m�edia nesm�� vniknout ciz�� mikroorganizmy ze vzduchu, z pom�ucek, vlastn�� mi-
kro
�ory, dodr�zujeme z�asady aseptick�e pr�ace . Pracujeme co nejrychleji v zav�ren�e m��stnosti,
omyt�yma rukama a na dezin�kovan�em stole, bl��zko plamene kahanu. Hrdla n�adob i z�atek p�red
a po pr�aci o�zehneme plamenem.Z�atky nikdy nepokl�ad�ame , ale dr�z��me mezi mal���ckem a prs-
ten���ckem (obr. 3). N�adoby s kulturou nech�av�ame otev�ren�e jen po nezbytn�e dlouhou dobu a s hrdlem
pobl���z plamene.

Obr. 3: Aseptick�a pr�ace p�ri o�ckov�an�� mikroorganizm�u (archiv autorek)
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Ve cvi�cen�� kultivujeme mikroorganizmy staticky, aerobn�� kultivac�� na agarech (misky
a �sikm�e agary) a v tekut�em m�ediu ve zkumavk�ach. Kmeny jsou kultivov�any na doporu�cen�ych
m�edi��ch v termostatu p�ri optim�aln�� teplot�e r�ustu dan�e kultury. Kultury na Petriho misk�ach kulti-
vujeme v�zdy dnem vzh�uru z d�uvodu udr�zen�� vlhkosti m�edia a zabr�an�en�� tvorby kondenzn�� vody na
v���cku, kter�a by jinak skap�avala na povrch m�edia. Do�slo by ke sm��ch�an�� kultury na misce. M�edium
z�arove�n pomaleji vysych�a.

Ve cvi�cen�� ka�zd�y pracuje samostatn�e.
V�sechny zkumavky i Petriho misky popsat permanentn��m popisova�cem na sklo (druh, da-

tum, ozna�cen�� skupiny, inici�aly) v�zdy p�red za�c�atkem o�ckovac��ch prac��.

Ka�zd�y student o�ckuje:

� 1 kmen do tekut�eho m�edia

� 1 kmen na �sikm�y agar

� dva nebo �cty�ri r�uzn�e kmeny na 1 misku do 2 nebo 4 "h�adk�u\

� 1 a�z 3 kmeny na Petriho misku k�r���zov�ym rozt�erem

� sm�es dvou kmen�u na Petriho misku k�r���zov�ym rozt�erem { c��lem je izolace 2 typ�u koloni��
(vhodn�e je nao�ckovat sm�es dvou r�uzn�e pigmentovan�ych kmen�u �ci grampozitivn�� a gramne-
gativn�� kulturu)

O�ckov�an�� kultur na �sikm�y agar

� Vy�z��hat bakteriologickou kli�ckou a nechat vychladnout.

� Do lev�e ruky uchopit ob�e zkumavky se �sikm�ym agarem, mal���ckem prav�e ruky vyt�ahnout
z�atku ze zkumavky s kulturou (obr. 3).

� Hrdlo zkumavky o�zehnout

� Steriln�� (o�zehnutou a vychladlou) kli�cku vsunout do zkumavky s kulturou, nabrat n�ar�ust do
o�cka kli�cky. Kli�cku vyt�ahnout, o�zehnout hrdlo zkumavky i z�atku a zkumavku zaz�atkovat.

� Mal���ckem prav�e ruky vyt�ahnout z�atku ze steriln�� zkumavky s �cist�ym �sikm�ym agarem, o�zehnout
hrdlo zkumavky a kli�ckou nao�ckovat na �sikm�y agar tzv. h�adka.

� O�zehnout hrdlo zkumavky i z�atku, uzav�r��t zkumavku a vy�z��hat kli�cku.

O�ckov�an�� kultur na Petriho misku do sektor�u tzv. h�adkem

� Zespodu rozd�elit misku popisova�cem na sektory a ozna�cit.

� Ze zkumavky s kulturou odebrat n�ar�ust na bakteriologickou kli�cku v�y�se uveden�ym postupem.

� M��rn�e odklopit v���cko Petriho misky a nan�est kulturu na p�r��slu�sn�y sektor agaru ta�zen��m
kli�cky, tzv. h�adek (obr. 4).

� P�riklopit v���cko a vy�z��hat kli�cku.
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Obr. 4: N�akres o�ckov�an�� na Petriho misku tzv. h�adkem (A, B) a praktick�a uk�azka, K. rosea
a P. putida (C) (archiv autorek)

O�ckov�an�� kultur na Petriho misku { k�r���zov�y rozt�er (obr. 5)

� Ze zkumavky s kulturou odebrat n�ar�ust na bakteriologickou kli�cku v�y�se uveden�ym postupem.

� M��rn�e odklopit v���cko Petriho misky a nan�est kulturu na agar ta�zen��m kli�cky po agaru
v n�ekolika pruz��ch (1).

� Vy�z��hat kli�cku, nechat vychladnout a n�ekolika tahy kli�ckou rozet�r��t kulturu v koncov�e �c�asti
nanesen�e kultury (2).

� Vy�z��hat kli�cku, nechat vychladnout a n�ekolika tahy kli�ckou rozet�r��t kulturu v koncov�e �c�asti
nanesen�e kultury (3).

� Vy�z��hat kli�cku, nechat vychladnout a plynul�ym tahem, tzv. h�adkem, rozet�r��t na�red�enou
kulturu (4). V m��st�e tzv. h�adka by m�ely vyr�ust jednotliv�e kolonie (5)

Obr. 5: K�r���zov�y rozt�er (archiv autorek)

O�ckov�an�� do tekut�eho m�edia

� Kulturu odebrat z tuh�eho m�edia kli�ckou (z Petriho misek odebrat jednu kolonii).

� Zkumavku s tekut�ym m�ediem uchopit do lev�e ruky, mal��kem prav�e ruky vyt�ahnout z�atku
a o�zehnout hrdlo zkumavky.
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� Odebran�y vzorek rozet�r��t po st�en�e zkumavky nad hladinou m�edia a postupn�e bu�nky p�rev�ad�et
do jeho objemu.

� O�zehnout hrdlo zkumavky i z�atku, uzav�r��t a vy�z��hat kli�cku.

O�ckov�an�� kultur z tekut�eho do tekut�eho m�edia

� Uchopit steriln�� pipetu do prav�e ruky (sklen�enou nebo automatickou), mal��kem vyt�ahnout
z�atku z ba�nky/zkumavky, hrdlo o�zehnout a pipetou odebrat po�zadovan�y objem kultury.
O�zehnout z�atku a uzav�r��t ba�nku.

� Mal��kem prav�e ruky vyt�ahnout z�atku z ba�nky/zkumavky se steriln��m tekut�ym m�ediem
a o�zehnout hrdlo.

� Vypustit kulturu z pipety do steriln��ho m�edia, o�zehnout z�atku i hrdlo, ba�nku/zkumavku
uzav�r��t a m��rn�e prot�repat.

O�ckov�an�� z tekut�eho m�edia na Petriho misku

� Uchopit steriln�� pipetu do prav�e ruky (sklen�enou nebo automatickou), mal��kem vyt�ahnout
z�atku z ba�nky nebo zkumavky, hrdlo o�zehnout a pipetou odebrat po�zadovan�y objem kultury
(obvykle 100 µ l). O�zehnout z�atku a uzav�r��t ba�nku.

� Dan�y objem vypustit do st�redu Petriho misky s agarem.

� Steriln�� hokejkou (t�e�z L kli�ckou) kulturu rozet�r��t po povrchu misky, ihned p�riklopit v���cko
misky a chv��li nechat kulturu vs�aknout do agaru.

Kultivace

� Kultivace prob��h�a p�ri 30 �ci 37 ° C po dobu 24{48 hodin.

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Prok�azala se sterilita pr�ace p�ri p�r��prav�e m�edi�� v minul�em cvi�cen��?

� Do jak�ych typ�u m�edi�� a jak�ym zp�usobem byly kmeny o�ckov�any?

� Co je �u�celem k�r���zov�eho rozt�eru?

� P�ri jak�e teplot�e budou kmeny kultivov�any?

� Jak odvod��me spr�avn�e podm��nky kultivace?

� Z�avis�� morfologie koloni�� na podm��nk�ach kultivace?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Miniatlas mikroorganizm�u (http://sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/mikr.htm)

� Greenwood D., Slack R. C. B., Peuthere a kol.,L�eka�rsk�a mikrobiologie . GRADA Publishing,
1999, ISBN 80-7169-365-0.
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� N�emec M., Matoulkov�a D., Z�aklady obecn�e mikrobiologie, Masarykova univerzita, Brno, 2015,
ISBN 978-80-210-7923-6.

� Sedl�a�cek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontroln�� ot�azky

1. K �cemu slou�z�� kultivace kultury na misce a k �cemu kultivace na �sikm�em agaru?

2. Jak�e jsou z�akladn�� f�aze r�ustov�e k�rivky? Sledujeme jednu bu�nku nebo celou populaci?

3. Je mo�zno posuzovat �cistotu kultury v tekut�em m�ediu? Pokud ne, jak by se p�ri posouzen��
p�r��tomnosti jedin�e bakteri�aln�� kultury dok�azalo?

4. Pro�c se kultury mikroorganizm�u p�reo�ckov�avaj��?

5. Co ovliv�nuje morfologii bakteri�aln�� kolonie?

6. Poroste fakultativn�� anaerob za p�r��stupu kysl��ku? Pokud ano, pro�c tomu tak je?

7. Jak�ymi prost�redky a podm��nkami kultivace m�u�zeme vyselektovat ur�cit�e skupiny bakteri��?

8. Jak ov�e�r��me "�cistotu\ kmene kultivac��?

9. Co znamen�a a jak se prov�ad�� izolace bakteri�aln��ho kmene?

10. Jak�y je princip k�r���zov�eho rozt�eru?

11. Co zp�usobilo, �ze na misce k�r���zov�eho rozt�eru kultura v�ubec nevyrostla?

12. Co zaji�st’uje aseptickou pr�aci p�ri p�reo�ckov�an�� kultury?

13. Co zp�usobilo, �ze v posledn�� �c�asti k�r���zov�eho rozt�eru nevyr�ustaj�� izolovan�e bakteri�aln�� kolonie,
ale "souvisl�y h�adek\?

14. K �cemu slou�z�� selektivn�� m�edia?

15. Jak rozd�elujeme mikroorganizmy podle vztahu ke kysl��ku a do jak�ych skupin podle teplotn��ho
optima?

16. K �cemu slou�z�� o�ckovac�� kli�cka a k �cemu L-kli�cka (= hokejka)?

17. Porovnejte kultivaci statickou a kontinu�aln�� z hlediska dostupnosti �zivin a hromad�en�� meta-
bolit�u.

18. Kter�a f�aze r�ustov�e k�rivky a pro�c se nejv��ce hod�� pro ode�cet parametr�u r�ustu kultury?

19. Jak�y je rozd��l mezi oblig�atn��m a fakultativn��m anaerobem co se t�y�ce tolerance ke kysl��ku?

20. Co je to sm���sen�a bakteri�aln�� kultura?

21. Co je to �cist�a bakteri�aln�� kultura?

22. Jak�y je rozd��l mezi termo�lem a termotolerantn��m mezo�lem co se t�y�ce citlivosti k teplot�e?

23. Jak�e jsou metody o�ckov�an�� mikroorganizm�u, kter�e pom�ucky pro n�ej m�u�zeme pou�z��t?



3 Mikroorganizmy kolem n�as

C��l cvi�cen��

C��lem je prok�azat, kde se v prost�red��, potravin�ach �ci na lidsk�em t�ele vyskytuj�� mikroorganizmy.

�Uvodn�� slovo

Mikro
�ora je souhrn v�sech mikroorganizm�u vyskytuj��c��ch se v de�novan�em prostoru p�r��rodn��ho
prost�red��, nap�r. vodn�� n�adr�z, potraviny, t�elo �clov�eka. Mikro
�ora zahrnuje viry, bakterie, kvasinky
a vl�aknit�e houby (pl��sn�e). Pokud se berou v potaz pouze bakterie, hovo�r�� se o bakteri�aln�� mikro
�o�re.
Ka�zd�e prost�red�� m�a svoji typickou autochtonn�� mikro
�oru, tzn. p�rirozen�e se vyskytuj��c�� mikroorga-
nizmy. Nap�r. pro jogurty je typick�a p�rirozen�a mikro
�ora Lactobacillus delbrueckii a Streptococcus
salivarius; pro s�yry s pl��sn�emi to je Penicillium roquefortii neboP. camemberti; pro pivo kvasinky
Saccharomyces cerevisiaenebo S. pastorianus.

Fyziologick�a mikro
�ora t�ela je p�rirozen�a mikro
�ora vyskytuj��c�� se na povrchu t�ela �clov�eka
�ci zv���rat nebo uvnit�r jejich org�an�u. D�el�� se na dv�e skupiny. Rezidentn�� mikro
�ora jsou mikroor-
ganizmy, kter�e os��dluj�� lidsk�e t�elo a nezp�usobuj�� mu onemocn�en�� ani �skodu �ci �ujmu. Mikro
�ora
tranzientn�� zahrnuje mikroorganizmy, kter�e se do�casn�e nach�azej�� v ur�cit�e oblasti makroorganizmu
(�ustn�� dutina po konzumaci potravin, k�u�ze) a kter�e mohou b�yt i patogenn��. P�rirozen�a mikro
�ora
�u�cinn�e chr�an�� p�red os��dlen��m choroboplodn�ymi mikroby z vn�ej�sku a jejich rozmno�zen��m, �u�castn�� se
antigenn�� stimulace tvorby protil�atek, zejm�ena imunoglobulin�u t�r��dy IgA. Pro vymezen�� p�rirozen�e
mikro
�ory neexistuje p�resn�a hranice { mikroby, kter�e jsou u n�ekoho p�rirozen�e, mohou u jin�eho
vyvolat onemocn�en��.

Mikroorganizmy jsou vyu�z��v�any po stalet��, proto�ze jejich �cinnost je schopna zastavit r�ust
ne�z�adouc��ch mikroorganizm�u v potravin�ach a t��m se prodlu�zuje skladovatelnost potravin (ml�e�cn�e
kva�sen�� zel��, okurek, v�yroba s�yr�u, ml�e�cn�e a ovocn�e kva�sen�e n�apoje). Rody Streptococcus, Lactoba-
cillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus(bakterie ml�e�cn�eho kva�sen��) jsou �siroce
vyu�z��van�e v ml�ek�arensk�em pr�umyslu pro v�yrobu m�asla, jogurt�u, s�yr�u a uzen�a�rsk�ych v�yrobk�u, za-
kys�an�� smetany, atd. Kvasinky Saccharomyces cerevisiaese vyu�z��vaj�� pro v�yrobu svrchn�e kva�sen�ych
piv (Ale, p�seni�cn�e pivo, stout, porter) a v��na. Pro v�yrobu spodn�e kva�sen�ych piv typu le�z�ak se
pou�z��v�a kvasinka S. pastorianus schopn�a kvasit za ni�z�s��ch teplot.

MRS m�edium { agar pro laktobacily podle DeM ana, R ogosiho aSharpeho s octanem
sodn�ym, kter�y potla�cuje r�ust dal�s��ch bakteri�� (krom�e n�ekter�ych ml�e�cn�ych bakteri��, nap�r. Leuco-
nostoc, Pediococcus).

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

� �Zivn�a m�edia na misk�ach - MPA, MRS, sladinov�y agar

� Steriln�� vatov�e ty�cinky, pipety, hokejky

� Destilovan�a voda
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Postup

St�ery z prost�red�� a z t�ela

(obr. 6)

� Steriln�� vatovou ty�cinku namo�cit do steriln�� destilovan�e vody.

� Set�r��t plochu p�redm�etu (�usta, klika, mobiln�� telefon, kl���ce, boty, poko�zka, hodinky, atd.)

� Tamponem pot�r��t m�edium v misce.

� Kultivace prob��h�a p�ri 30 ° C po dobu 24{48 hodin.

� Kr�atce p�rilo�zit dan�y p�redm�et �ci �c�ast t�ela (prst, mince) na misku.

� Kultivace prob��h�a p�ri 35 ° C po dobu 24{48 hodin.

Otisk z prost�red�� a z t�ela

Obr. 6: St�er �ci otisk mikro
�ory: z paty (A), prst�u na noze (B), prst�u na ruce p�red umyt��m (C),
prst�u na ruce po umyt�� (D), rt�u (E), podpa�z�� (F), rt�u a nosu (G), ucha (H), �ust (I) a mobilu (K)
(archiv autorek)

Spad z ovzdu�s��

� Misku s MPA nechat otev�renou na stole (roh m��stnosti, u okna) po dobu min. 30 minut.

� Kultivace prob��h�a p�ri 30 ° C po dobu 24{48 hodin.

O�ckov�an�� piva (ne�red�en�e, ne�ltrovan�e)

� 0,3 ml ne�red�en�eho vzorku pipetovat na sladinov�y agar a rovnom�ern�e rozet�r��t hokejkou.

� Kultivace prob��h�a p�ri 30 ° C po dobu 24{48 hodin.

O�ckov�an�� jogurtu, kef��ru, nepasterizovan�eho ml�eka

� 0,3 ml ne�red�en�eho vzorku pipetovat na MRS agar a rovnom�ern�e rozet�r��t hokejkou.

� Kultivace prob��h�a p�ri 30 ° C po dobu 24{48 hodin.
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� Do�slo k n�ar�ustu na misk�ach? Kter�e �c�asti t�ela vykazovaly nejv�et�s�� druhovou diverzitu?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Klaban V., Ilustrovan�y mikrobiologick�y slovn��k , Gal�en, Praha, 2005, ISBN 80-7262-341-9.

� Nester E. W., Roberts C. E., Pearsall N. N., Anderson D. G., Nester M. T., Microbiology,
A human perspective, WBC/McGraw-Hill, 1998, ISBN 978-0073522593.

� �Silh�ankov�a L., Mikrobiologie pro potravin�a�re a biotechnology , Academia, 2002, ISBN 80-200-
1024-6.

Kontroln�� ot�azky

1. Kter�e �c�asti t�ela jsou nejv��ce os��dleny a pro�c?

2. Jak�e druhy mikroorganizm�u se nej�cast�eji vyskytuj�� na poko�zce?

3. Co je to p�rechodn�a mikro
�ora?

4. Je mikro
�ora lidsk�eho t�ela �skodliv�a?

5. Vyjmenuj n�ekter�e rody bakteri�� ml�e�cn�eho kva�sen��

6. Pro�c se pro v�yrobu spodn�e kva�sen�ych piv typu le�z�ak jin�y druh kvasinky?
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C��l cvi�cen��

C��lem je sezn�amit se s mikroskopem a s r�uzn�ymi mikroskopick�ymi technikami.

�Uvodn�� slovo

Lupa vytv�a�r�� p�r��m�y obraz zv�et�sen�y 10{15x. Lupa je dvojvypukl�a �ci ploskovypukl�a �co�cka. P�redm�et,
kter�y pozorujeme lupou, klademe do vzd�alenosti men�s��, ne�z je ohniskov�a vzd�alenost. Slou�z�� pro
pozorov�an�� makroskopick�ych znak�u koloni��.

Mikroskop (obr. 7) se skl�ad�a z mechanick�e �c�asti (podstavec, stojan a stolek s k�r���zov�ym po-
sunem), osv�etlovac�� �c�asti (zdroj sv�etla, kondenzor, clona) a optick�e �c�asti (objektivy a okul�ary). Ob-
jektiv je soustava �co�cek s velmi kr�atkou ohniskovou vzd�alenost��, kter�a vytv�a�r�� skute�cn�y p�revr�acen�y
obraz objektu, je�z se prom��t�a mezi ohnisko okul�aru a okul�ar. Okul�arem tento obraz pozorujeme
jako pod lupou a vid��me neskute�cn�y zv�et�sen�y obraz.

Obr. 7: �C�asti mikroskopu (zdroj: N�avod k obsluze Olympus CX31)

Pro mikroskopii lze vyu�z��t jak�ekoli vln�en�� s vlnovou d�elkou krat�s��, ne�z jsou rozm�ery objektu.
Rozli�sujeme mikroskopii optickou (zobrazen�� struktur li�s��c��ch se vz�ajemn�e absorpc�� viditeln�eho
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sv�etla), elektronovou a akustickou.

Optick�a (sv�eteln�a) mikroskopie

Such�y objektiv
paprsek vystupuj��c�� z prepar�atu pod �uhlem � se na rozhran�� mezi kryc��m skl���ckem a vzduchem
l�ame od kolmice a nem�u�ze se ji�z pod��let na tvorb�e obrazu.

Imerzn�� objektiv
paprsek p�rech�azej��c�� ze skla do imerzn��ho prost�red�� sv�uj sm�er nem�en�� a m�u�ze se pod��let na tvorb�e
obrazu, na vzniku obrazu se pod��l�� v��ce paprsk�u (obr. 8).

Imerzn�� prost�red��
kapalina o stejn�em indexu lomu (n) jako kryc�� skl���cko, �casto cedrov�y olej ( n = 1,52).

Obr. 8: Pr�uchod paprsk�u such�ym a olejov�ym imerzn��m objektivem (Prescott, 2013, upraveno)

Vznik obrazu

Podstatou tvorby ostr�eho obrazu �co�ckou jsou sv�eteln�e paprsky �s���r��c�� se z ur�cit�eho bodu p�redm�etu
r�uzn�ymi sm�ery a dopadaj��c�� na �co�cku, v obrazov�e rovin�e se sb��haj�� op�et do jednoho bodu a skl�adaj��
tak ostr�y obraz p�redm�etu. Vzhled obrazu u konvexn��ch �co�cek z�avis�� na vzd�alenosti p�redm�etu od
�co�cky. Pokud je p�redm�et vzd�alen�y v��ce ne�z dvojn�asobek ohniskov�e vzd�alenosti, vznik�a skute�cn�y
zmen�sen�y a p�revr�acen�y obraz (fotoapar�at). Pokud le�z�� p�redm�et mezi dvojn�asobkem ohniskov�e
vzd�alenosti a ohniskem, je vznikl�y obraz p�revr�acen�y, skute�cn�y a zv�et�sen�y (objektiv mikroskopu).
Pokud je p�redm�et mezi ohniskem a �co�ckou, je vznikl�y obraz zv�et�sen�y a neskute�cn�y (lupa, okul�ar
mikroskopu). Zv�et�sen�� �co�cky roste se zkracuj��c�� se ohniskovou vzd�alenost��.

Fyzik�aln�� podstata vzniku obrazu v optick�em mikroskopu

Ernst Abbe podal vysv�etlen��, kter�e se op��r�a o Huygens�uv princip { ka�zd�y bod osv�etlen�eho objektu
se st�av�a zdrojem sekund�arn��ch sf�erick�ych vln. Zaost�ren�a rovina prepar�atu je takov�ym objektem.
Podle optick�ych vlastnost�� jednotliv�ych bod�u objektu se dopadaj��c�� sv�etlo v ka�zd�em z bod�u trans-
formuje (oh�yb�a se, l�ame, m�en�� se jeho amplituda, f�aze) a vznikaj�� sekund�arn�� vlny. Ty spolu
interferuj��, jako po pr�uchodu sv�etla �st�erbinou nebo optickou m�r���zkou. V�ysledn�e vln�en��, kter�e obsa-
huje informaci o vzhledu objektu, vstupuje do objektivu. V jednotliv�ych bodech zadn�� ohniskov�e
roviny objektivu se setk�avaj�� sekund�arn�� vlny, kter�e opustily rovinu p�redm�etu rovnob�e�zn�e. Doch�az��
k jejich interferenci a v souladu s Huygensov�ym principem se st�avaj�� zdrojem nov�ych vln, kter�e
v obrazov�e rovin�e mikroskopu skl�adaj�� zv�et�sen�y a p�revr�acen�y obraz.

Z�akladn�� pojmy v mikroskopii jsou zv�et�sen�� (n�asobek zv�et�sen�� objektivu a okul�aru), kon-
trast a rozli�sen�� .
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Rozli�sovac�� schopnost je vzd�alenost dvou bod�u, kter�e mikroskop zobraz�� jako dva samo-
statn�e body. Maxim�aln�� rozli�sovac�� schopnost sv�eteln�eho mikroskopu je 0,2 mm. Je d�ana z�a�ren��m,
kter�ym objekt osv�etlujeme, a vlastnostmi objektivu. Okul�ar pouze zv�et�suje obraz tvo�ren�y objek-
tivem. Obecn�e plat��, �ze nen�� mo�zn�e rozli�sit body bli�z�s�� ne�z polovina vlnov�e d�elky z�a�ren��, u sv�etla
je to zhruba 250 nm. Rozli�sovac�� schopnost u mikroskopu je d�ale omezena mno�zstv��m sv�eteln�ych
paprsk�u, kter�e mohou vstoupit do objektivu (sv�etelnost objektivu).

Abb�eho z�akon

� �
0:61 � �
n � sin �

� { vlnov�a d�elka sv�etla, n { index lomu prost�red�� p�red objektivem, � { polovina otvorov�eho
�uhlu ku�zele paprsk�u, kter�e mohou vstoupit do objektivu

n a � jsou pro dan�y objektiv konstanty a cel�y jmenovatel ve vzorci ( n � sin � ) se ozna�cuje
jako numerick�a apertura objektivu (NA) . Je to jedna ze z�akladn��ch charakteristik objektivu
a jej�� hodnota je na objektivu uvedena. Numerick�a apertura nejkvalitn�ej�s��ch imerzn��ch objektiv�u je
1,3{1,4, pro such�e objektivy pak max. 1. Pro nejkrat�s�� vlnov�e d�elky (400 nm) se rozli�sovac�� schop-
nost mikroskop�u bl���z�� hodnot�e 0,17 µ m. Rozli�sovac�� schopnost mikroskopu lze zv�y�sit sn���zen��m � {
pou�zit�� modr�eho sv�etla (modr�y �ltr), proudu elektron�u (elektronov�a mikroskopie) nebo zvy�sov�an��m
n { pou�zit�� imerzn��ho oleje, vody. P�rid�an��m imerzn��ho oleje, kter�y m�a vy�s�s�� index lomu ne�z vzduch,
mezi prepar�at a objektiv se p�redch�az�� ztr�at�am sv�etla, kter�e se l�ame na rozhran�� prepar�at/prost�red��.
Do objektivu dopadne v�et�s�� mno�zstv�� paprsk�u.

Metody zvy�suj��c�� kontrast zobrazen�� ve sv�eteln�em mikroskopu jsou:

Z�astin
clona zachycuje paprsky proch�azej��c�� p�r��mo do objektivu. Objekty jsou osv�etleny z boku a my po-
zorujeme pouze sv�etlo, kter�e se na nich l�ame nebo odr�a�z��. Podobn�eho efektu dos�ahneme t��m, �ze
na zdroj sv�etla polo�z��me minci.

F�azov�y kontrast
(obr. 9) slou�z�� k pozorov�an�� nativn��ho prepar�atu (�ziv�e nebarven�e ne�xovan�e bu�nky). Na konden-
zor se um��st�� maska s kruhovou �st�erbinou, kterou pronik�a sv�etlo do objektu. V objektivu, v m��st�e
obrazu kondenzorov�e masky, je um��st�ena f�azov�a maska (ozna�cen�� objektivu Ph). V m��st�e �st�erbiny
u kondenzorov�e masky je u f�azov�e masky napa�rena polopropustn�a vrstva kovu, kter�y m�en�� f�azi
sv�etla o �ctvrtinu vlnov�e d�elky. D��ky tomuto uspo�r�ad�an�� proch�az�� nedifraktovan�e (neohnut�e) z�a�ren��
ze zdroje �c�ast�� f�azov�e masky, kter�a m�en�� f�azi sv�etla. Ostatn�� vln�en��, kter�e se na objektu ohnulo
nebo zlomilo, projde beze zm�eny. Tato technika p�rev�ad�� rozd��ly v posunu f�aze sv�etla proch�azej��c��ho
r�uzn�ymi �c�asti objektu, kter�e nevid��me, na rozd��ly v intenzit�e sv�etla, kter�e m�u�zeme pozorovat. Lze
pozorovat tvar bun�ek, pohyb. "Hust�e\ �c�asti bu�nky s vysok�ym indexem lomu jsou z�a�riv�e. Toho se
vyu�z��v�a p�ri pozorov�an�� endospor vn�e i uvnit�r bun�ek, pokud je bu�nka tvo�r��. Pro f�azov�y kontrast je
charakteristick�y tzv. "hal�o\ efekt (z�a�riv�a korona) kolem bun�ek.
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Obr. 9: F�azov�y kontrast. Bacillus cereus (A), hal�o efekt kolem bun�ek a z�a�r��c�� endospory; Sporo-
sarcina ureae (B), z bal���cku jsou vid�et pouze horn�� 4 bu�nky tvo�r��c�� endospory (archiv autorek)

Nomarsk�eho diferenci�aln�� interferen�cn�� kontrast
pracuje se dv�ema koherentn��mi (interference schopn�ymi) paprsky, jeden proch�az�� objektem, druh�y
mimo objekt. Hranol d�el�� p�uvodn�e line�arn�e polarizovan�e sv�etlo na dv�e vz�ajemn�e kolmo polarizo-
van�e slo�zky. Polariz�ator srovn�av�a vlny, je�z jsou v r�uzn�ych rovin�ach. Nomarsk�eho desti�cka v konden-
zoru je hranol, je�z zpracov�av�a polarizovan�e sv�etlo tak, �ze na prepar�at jdou dva paprsky soub�e�zn�e
vedle sebe. V analyz�atoru vid��me 3D obraz v z�avislosti na r�uzn�em indexu lomu r�uzn�ych �c�ast��
bu�nky. Zv�yrazn�en��m i mal�ych rozd��l�u vznikne plastick�y obraz povrchu bu�nky (obr. 10).

Obr. 10: Nomarsk�eho kontrast, Bacillus cereus (archiv autorek)
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Postup

� Zapnout zdroj sv�etla a na stolek vsunout prepar�at.

� Regul�ator sv�etla a kondenzor nen�� pot�reba nastavovat.

� Objekt hledat pomoc�� makroposuvu a doost�rit mikroposuvem.

� Postupn�e zvy�sovat zv�et�sen�� v�ym�enou objektiv�u na revolveru, objektiv nesm�� narazit na
skl���cko prepar�atu!

� Objektivy na revolveru jsou obvykle parfok�aln�� (zaost�reny na p�ribli�zn�e stejnou vzd�alenost),
po v�ym�en�e objektivu nen�� t�reba objekt znovu hledat, ale sta�c�� doost�rit mikroposuvem.

� Revolverov�y m�eni�c objektiv�u slou�z�� pro v�yb�er vhodn�eho objektivu.

� Objektivy ozna�cen�e Ph slou�z�� pro pozorov�an�� prepar�at�u p�ri f�azov�em kontrastu.

� Pro objektivy s �cern�ym a b��l�ym pruhem (objektiv 100x) je v�zdy nutn�e pou�z��t imerzn�� olej!
Pro objektivy zv�et�sen�� 10x, 20x a 40x se imerzn�� olej nepou�z��v�a!

� P�ri pou�zit�� imerzn��ho oleje je objektiv nezbytn�e po skon�cen�� pozorov�an�� vy�cistit sm�es�� etanolu
a etheru!

Pou�zit�� imerzn��ho oleje

� Zaost�rit objekt nejv�et�s��m neimerzn��m objektivem (nej�cast�eji 40x).

� Oto�cit revolver do polohy mezi tento a imerzn�� objektiv a na m��sto prepar�atu, kter�e pozo-
rujeme, k�apnout kapku imerzn��ho oleje.

� Oto�cit revolver na imerzn�� objektiv , kter�y se mus�� pono�rit do oleje a doost�rit mikropo-
suvem.

� Pokud objekt nen�� vid�et, je t�reba p�ribl���zit objektiv k prepar�atu, nesm�� do n�ej narazit. Zboku
sledovat objektiv a stolek s prepar�atem.

� N�asledn�e je t�reba pomalu pohybovat objektivem sm�erem od prepar�atu a pozorovat, dokud
nen�� vid�et prepar�at v okul�arech. Pokud st�ale nen�� nic vid�et, ost�ren�� opakujeme.

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Poda�rilo se zaost�rit na prepar�at? Byl patrn�y rozd��l p�ri pozorov�an�� vzorku v jasn�em poli,
f�azov�em a Nomarsk�eho kontrastu?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Matis D., Mikroskopick�a technika. ISBN: 80-968522-0-5, 2001.

� Pl�a�sek J., Nov�e metody optick�e mikroskopie. Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, 1996,
41: 1-24.

� Harley J., Laboratory exercises in mikrobiology, 2013, ISBN-10: 0077510550.
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� Hrazd��ra I., Mornstein V., L�eka�rsk�a biofyzika a p�r��strojov�a technika , Neptun, Brno, 2004,
ISBN-10: 80-902896-1-4.

� Virtu�aln�� mikroskopov�an�� http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/virtual/virtual.html, 18.
2. 2017

� Vlnov�a optika http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm

� Davidson M., W., Abramowitz M., Optical microscopy, dostupn�e z https://cw.fel.cvut.cz/
wiki/ media/courses/a6m33zsl/davidson-abramowitz-opticalmicroscopy.pdf (18. 2. 2017)

Kontroln�� ot�azky

1. K �cemu slou�z�� makro- a mikroposuv?

2. Pro�c se nesm�� po pou�zit�� imerzn��ho oleje znovu pou�z��t neimerzn�� objektiv?

3. K �cemu slou�z�� imerzn�� olej?

4. Co je podstatou f�azov�eho kontrastu?

http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm
https://cw.fel.cvut.cz/wiki/_media/courses/a6m33zsl/davidson-abramowitz-optical_microscopy.pdf
https://cw.fel.cvut.cz/wiki/_media/courses/a6m33zsl/davidson-abramowitz-optical_microscopy.pdf
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C��l cvi�cen��

Zji�st�en�� morfologie mikrobi�aln��ch kultur { makroskopicky. Gramovo barven��. Pozorov�an�� a hodno-
cen�� mikroskopick�ych prepar�at�u.

�Uvodn�� slovo

Morfologick�e a cytologick�e znaky pom�ahaj�� identi�kaci, jejich pomoc�� se prov�ad�� kontrola kontami-
nace kultury a m�u�ze se posoudit fyziologick�y stav kultury. Makroskopick�e a mikroskopick�e znaky
se hodnot�� v�zdy sou�casn�e.

Makroskopick�e znaky

V tekut�ych p�ud�ach makroskopick�e znaky nelze hodnotit. P�ri r�ustu v tekut�em m�ediu lze hodnotit
charakter r�ustu (obr. 11) p�r��tomnost�� sedimentu (fakultativn�e aerobn�� kultury), dif�uzn��ho z�akalu
(aerobn�� kultury maj�� z�akal v cel�em m�ediu), blanky na povrchu kapaliny(�spatn�a sm�a�civost bun�ek
�ci mycelia, povrchov�e nap�et��, u v�et�siny kultur tvo�r��c��ch drsn�e vr�as�cit�e kolonie), hrub�ych vlo�cek
(aerobn�� kultury), m�azdry (povrchov�y �utvar sedlinotvorn�ych kvasinek, po vy�cerp�an�� sacharid�u
doch�az�� k aerobn��mu vyu�zit�� vyprodukovan�eho etanolu) a zbarven��.

Obr. 11: R�ust mikroorganizm�u v tekut�em m�ediu (Prescott, 2013, upraveno)

Makroskopick�e hodnocen�� spo�c��v�a v popisu koloni��. Vzhled koloni�� je ovlivn�en typem �zivn�eho
m�edia, st�a�r��m kultury a typem kultivace.

Na �sikm�em agaru nelze hodnotit jednotliv�e kolonie. Lze posoudit rychlost r�ustu, tvar
n�at�eru (rovn�y, pln�y, bodov�y, ostnit�y, rhizoidn��), pro�l n�at�eru (ploch�y, vypoukl�y), povrch n�at�eru
(leskl�y, drsn�y, such�y), konzistenci a pigmenty. Pomoc�� r�ustu ve vpichu �sikm�eho agaru lze ur�cit
n�aroky mikroorganizmu na kysl��k: aerobn�� rostou v horn�� �c�asti vpichu, anaerobn�� u dna a fakul-
tativn�e anaerobn�� po cel�e d�elce vpichu.

Kolonie je klon bun�ek narostl�y z jednotliv�e bu�nky. Na Petriho misk�ach lze p�ri spr�avn�e pro-
veden�em k�r���zov�em rozt�eru pozorovat a hodnotit jednotliv�e kolonie (obr. 12): velikost (pr�um�er;
mm), tvar (pravideln�y, kulat�y, ov�aln�y, nepravideln�e lalo�cnat�y, vl�aknit�y, rhizoidn��, plaz��c�� se), pro-
�l (vyv�y�sen�y, ploch�y, pupkovit�y, miskovit�y), okraj (pravideln�y, �liformn��, lalo�cnat�y, okrouhl�y),
povrch (hladk�y, leskl�y- S { f�aze, matn�y, drsn�y { R- f�aze), transparence (pr�uhledn�a, pr�usvitn�a,
nepr�usvitn�a), barva (bezbarv�a, pigmentace). Dal�s�� charakteristiky, kter�e se mohou posuzovat, jsou
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v�un�e, z�apach (po jasm��nu, �zlukl�em m�asle, ovocn�y), tvorba mycelia, zm�eny m�edia (dvorec zbar-
ven��, hemol�yza, precipit�at), konzistence, kter�a se zji�st ’uje bakteri�aln�� kli�ckou (visk�ozn��, mazlav�a,
drobiv�a, zar�ustaj��c�� do agaru).

Obr. 12: Tvary bakteri�aln��ch koloni�� (Rosypal, 1981)

Nerovnosti r�ustu koloni�� mohou b�yt zp�usobeny st�a�r��m kultury. Mukoidn�� (M) charakter
r�ustu se projevuje jako vlhk�e, slizovit�e a velmi leskl�e kolonie tvo�ren�e opouzd�ren�ymi bu�nkami (nap�r.
Azotobacter, Leuconostoc). Hladk�e (S) kolonie maj�� rovn�y okraj s leskem nebo bez lesku u neo-
pouzd�ren�ych bun�ek. Drsn�e (R) kolonie se vyzna�cuj�� such�ymi, nerovn�ymi okraji. Li�s�� se v�y�skou
vr�asn�en��. V drsn�ych koloni��ch rostou bu�nky tvo�r��c�� �ret��zky, mycelia �ci pseudomycelia (nap�r. Ba-
cillus, Trichosporon, kvasinky Pichia, Hansenula, Candida). Zm�eny typu koloni�� M { S { R jsou
d�usledkem mutac��. Nap�r��klad mikroorganizmy z infek�cn��ho materi�alu jsou v�et�sinou typu M, ale po
n�ekolika p�reo�ckov�an��ch se makroskopicky zm�en�� na typ S; zp�etn�a zm�ena z S na M typ je v�yjime�cn�a.
Fenotyp S, M a R je ovlivn�en slo�zen��m m�edia. Zkvasiteln�e sacharidy (20 %) podporuj�� S a M typ.
Tenzidy zp�usobuj�� hladk�e a�z leskl�e fenotypy R typ�u.

Mikroskopick�e znaky

U mikroskopick�ych prepar�at�u se hodnot�� tvar, velikost a uspo�r�ad�an�� bun�ek , p�r��tomnost zvl�a�stn��ch
�utvar�u na bu�nce, zp�usob rozmno�zov�an�� viditeln�y v prepar�atu. Prepar�aty lze pozorovat v nativn��m
prepar�atu ve f�azov�em kontrastu nebo zv�yraznit morfologii bu�nky a jej��ch struktur �xac�� a barven��m
(nap�r. Gramovo, Ziehl-Nielsenovo barven��). U nativn��ho prepar�atu (pozorov�an�� suspenze) se na
podlo�zn�� skl���cko v�zdy p�rikl�ad�a kryc�� skl���cko. P�ri pozorov�an�� pl��sn��, kvasinek �ci aktinomycet se
vyu�z��v�a skl���ckov�ych kultur (kryc�� skl���cko je vyta�zeno z agaru, ve kter�em bylo b�ehem kultivace
zap��chnuto, je kulturou porostl�e).

Bu�nky mohou m��t rozmanit�e tvary (obr. 13): koky (sf�erick�e, zplo�st�el�e, diplokoky, strepto-
koky, tetr�ady, sarciny, stafylokoky), ty�cinky (rovn�e, zak�riven�e, v�etv��c�� se, palis�ady, pleomorfn��),
kokobacily, bu�nky s pupeny �ci prost�ekami, spirily, hv�ezdice, mycelia.
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Obr. 13: Tvary bakteri�aln��ch bun�ek
Zdroj (upraveno): Wikipedia.org { Bacterial cellular morphologies

Velikost vybran�ych bakteri�aln��ch bun�ek je uvedena v Tab. 1.

Tab. 1: Velikost bakteri�aln��ch bun�ek

Mikroorganizmus Velikost ( µ m)

Chlamydia 0,3 Ö 0,3

Bdellovibrio 0,8 Ö 0,3

Rickettsia 1 Ö 0,3

Staphylococcus aureus 0,8{1 Ö 0,8{1

Escherichia coli 2{3 Ö 0,4{0,6

Bacillus subtilis 1,8{4,8 Ö 0,9{1,1

Streptomyces vl�akno Ö 0,7{1,6

Chromatium 25 Ö 10

Spirochety 500

Nativn�� prepar�at

P�ri pozorov�an�� suspenze nativn��ho prepar�atu bu�nky nikdy ne�xujeme. Prepar�at je nebarven�y,
slou�z�� ke zji�st�en�� skute�cn�eho tvaru a struktury bun�ek neporu�sen�ych �xac�� a barven��m. Vyu�z��v�a
se p�ri pozorov�an�� r�ustu a mno�zen��, pohybu bakteri��. V�yznam m�a p�ri studiu bun�e�cn�ych �utvar�u,
kter�e se obt���zn�e barv��, nap�r. spor. Pro pozorov�an�� struktur se vyu�z��v�a jasn�e pole, f�azov�y nebo
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Nomarsk�eho kontrast.

Fixace prepar�atu

Podstatou �xace je vysr�a�zen�� bun�e�cn�ych koloid�u, zejm�ena b��lkovin. Fixac�� bu�nky l�epe p�rilnou
ke skl���cku, nespl�achnou se aplikac�� barviva �ci rozpou�st�edla a l�epe p�rij��maj�� barvivo. Prepar�at se
�xuje a�z ve chv��li, kdy je n�at�er bun�ek such�y, aby nedo�slo k uva�ren�� bun�ek. Fixace se prov�ad��
prota�zen��m podlo�zn��ho skla s n�at�erem bun�ek, kter�y je um��st�en na horn�� stran�e skl���cka, nesv��tivou
�c�ast�� plamene. Pokud byly bu�nky kultivov�any v tekut�em cukern�em prost�red��, je nutn�e bu�nky
od m�edia separovat centrifugac�� a n�asledn�e je prom�yt vodou �ci pufrem. Bu�nky kvasinek a pl��sn��
jsou v�et�s�� ne�z bu�nky bakteri��, tepeln�a �xace m�u�ze pozm�enit jejich tvar. Proto se v�et�sinou �xuj��
chemik�aliemi. Fixace i barven�� m��rn�e bu�nku deformuj��, jejich charakteristick�y tvar z�ust�av�a. Pro
m�e�ren�� p�resn�e velikosti bun�ek se vyu�z��v�a ne�xovan�y prepar�at negativn�e obarven�y (obarven�� okol��
bu�nky).

Barven�e prepar�aty

Slou�z�� ke zji�st�en�� typu bun�e�cn�e st�eny, tvaru bun�ek a uspo�r�ad�an�� jejich shluk�u, p�r��tomnosti a ulo�zen��
endospor, p�r��tomnosti pouzder a vnit�rn��ch bun�e�cn�ych struktur (inkluz��) a �zivotaschopnosti bun�ek.
Pro ur�cen�� morfologie bu�nky a charakteristick�ych shluk�u sta�c�� jednoduch�e barven�� bun�e�cn�e st�eny
(nap�r. krystalovou violet��) bez rozli�sov�an�� grampozitivn��ho �ci gramnegativn��ho typu. Vit�aln�� test
ukazuje pom�er �ziv�ych a mrtv�ych bun�ek v ne�xovan�em prepar�atu. Vit�aln�� barven�� je barven��m
mrtv�ych bun�ek, proto�ze mrtv�e bu�nky p�rij��maj�� barvivo nebo ho e
uxn��mi syst�emy nevylu�cuj��
(nap�r. z�red�enou L�o�erovu mod�r). Struktury bu�nky se rozli�suj�� diferencia�cn��m barven��m, a to jak
vnit�rn�� a vn�ej�s�� morfologick�e �utvary (endospory, exospory, pouzdra, bun�e�cn�e st�eny), tak chemick�e
slo�zky (barven�� volutinu, glykogenu, �skrobu). Diagnostick�e barven�� napom�ah�a identi�kaci bakteri��
(nap�r. Gramovo, acidorezistentn�� barven�� karbolfuchsinem, barven�� dle Giemsy). P�ri negativn��m
barven�� se bu�nky ne�xuj�� ani se nebarv��, obarveno je pouze jejich okol�� (nap�r. tu�s��, nigrosinem).
Vyu�z��v�a se pro m�e�ren�� p�resn�e velikosti bun�ek nedeformovan�ych �xac�� a barven��m.

Prepar�at se p�red barven��m �xuje v�zdy krom�e negativn��ho barven�� a vit�aln��ho testu. K bar-
ven�� se pou�z��vaj�� z�red�en�e vodn�e roztoky organick�ych barviv, obvykle soli. Bazick�a barviva maj��
barevn�y kationt, kysel�a potom aniont. P�ri barven�� bakteri�� se v�et�sinou pou�z��vaj�� bazick�a barviva
(nap�r. krystalov�a violet ’, methylenov�a mod�r, safranin, bazick�y fuchsin, malachitov�a zele�n). Barven��
lze zv�yraznit mo�ren��m bun�ek (nap�r. fenolem, taninem), p�ri kter�em m�a mo�ridlo roli prost�redn��ka
s vy�s�s�� a�nitou k bu�nce a z�arove�n k barvivu, ne�z je a�nita bu�nky k samotn�emu barvivu.

Gramovo barven��

Gramovo barven�� je jednou z nejd�ule�zit�ej�s��ch diagnostick�ych metod p�ri identi�kaci bakteri��. Rozli-
�suje skupinu grampozitivn��ch (barv�� se modro�alov�e) a gramnegativn��ch bun�ek (barv�� se �cerveno-
r�u�zov�e) a ud�av�a n�ekter�e fyziologick�e a chemick�e vlastnosti bu�nky. Podstata rozd��ln�eho chov�an��
p�ri Gramov�e barven�� nebyla dosud uspokojiv�e objasn�ena, s nejv�et�s�� pravd�epodobnost�� se zde v�sak
uplat�nuj�� rozd��ly ve slo�zen�� bun�e�cn�e st�eny obou skupin bakteri��. Jde o barven�� �xovan�eho prepar�atu
krystalovou violet�� a n�asledn�e mo�ren�� bun�ek j�odem v roztoku KI. Vznik�a komplex barvivo-j�od-
bun�e�cn�a st�ena. Rozd��l p�ri barven�� vznik�a p�ri prom�yv�an�� prepar�atu organick�ym rozpou�st�edlem
(acetonem nebo alkoholem). U gramnegativn��ch bun�ek odbarvovac�� �cinidlo rozpust�� vn�ej�s�� lipopo-
lysacharidovou vrstvu, komplex krystalov�e violeti s j�odem se vymyje p�res tenkou vrstvu peptidogly-
kanu a bu�nky se odbarv��, naopak grampozitivn�� bakterie si zbarven�� ponech�avaj��. Pro zv�yrazn�en��
rozd��lu se gramnegativn�� bakterie dobarvuj�� jin�ym kontrastn��m barvivem (nap�r. bazick�ym safrani-
nem, karbolfuchsinem) a barv�� se do �cervena, r�u�zova. Grampozitivn�� bu�nky maj�� v bun�e�cn�e st�en�e
nav�az�anu krystalovou violet ’, kter�a se alkoholem nevyplavila a z�ust�avaj�� zbarveny do modra, mod-
ro�alova. Chyby, kter�e mohou nastat p�ri barven��, jsou: p�r��li�s siln�y n�at�er bun�ek na skl���cku; uva�ren��
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bun�ek p�ri �xaci; p�r��li�s dlouh�e odbarvov�an�� bun�ek alkoholem.
Gramovo barven�� je do jist�e m��ry ovlivn�eno fyziologick�ym stavem bun�ek, st�a�r��m kultury

a slo�zen��m kultiva�cn��ho m�edia. Pro barven�� se vyu�z��vaj�� bu�nky star�e 24 hodin. Bu�nky mohou ztra-
tit svoji grampozitivitu nap�r. mechanick�ym po�skozen��m, UV z�a�ren��m, p�usoben��m kyselin, z�asad �ci
rozpou�st�edel. Mikroorganizmy, kter�e se n�ekdy barv�� pozitivn�e a n�ekdy negativn�e, ozna�cujeme jako
gramlabiln��/gramvariabiln��. N�ekter�e bakteri�aln�� rody Gramov�ym barven��m nelze obarvit, jsou to
rody bez bun�e�cn�e st�eny (mykoplazmata), spir�alovit�e bakterie a siln�e acidorezistentn�� rody (myko-
bakterie); nap�r. Borrelia burgdorferi , B. recurrentis , Bartonella henselae, Chlamydia trachomatis,
C. pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Coxiella burnetii, Ehrlichia cha�eensis, Anaplasma pha-
gocytophilum, Legionella sp., Leptospira sp. , Mycobacterium bovis , M. tuberculosis, M. avium,
M. intracellulare , M. kansasii, M. leprae, M. marinum , A , Orientia tsutsugamushi, Treponema
pallidum.

Bun�e�cn�a st�ena bakteri��

Bu�nky gramnegativn��ho typu (obr. 14B) maj�� bun�e�cnou st�enu slo�zenou z vn�ej�s�� lipopolysachari-
dov�e membr�any a vnit�rn�� relativn�e tenk�e peptidoglykanov�e (zhruba 5-10 % bun�e�cn�e st�eny) vrstvy
obsahuj��c�� kyselinu muramovou. Spojen�� mezi peptidoglykanem a vn�ej�s�� membr�anou zaji�st ’uj�� lipo-
proteiny. Lipopolysacharidy jsou slo�zeny z lipidu A, jadern�eho (t�e�z z�akladn��ho, d�re�nov�eho) polysa-
charidu a O-antigenu (t�e�z O-�ret�ezec). Vn�ej�s�� membr�ana slou�z�� jako ochrann�a bari�era p�red vn�ej�s��m
prost�red��m, br�an�� prostupu l�atek nebo postup alespo�n zpomaluje (�zlu�cov�e soli, antibiotika, jedy,
atd.).

V bun�e�cn�e st�en�e grampozitivn��ho typu (obr. 14A) chyb�� vn�ej�s�� membr�ana a peptidogly-
kanov�a vrstva je pom�ern�e tlust�a. N�ekte�r�� z�astupci mohou m��t jako slo�zku bun�e�cn�e st�eny kyse-
linu teichoovou, lipoteichoovou anebo neutr�aln�� polysacharidy, u n�ekolika z�astupc�u jsou ve st�en�e
p�r��tomny mykolov�e kyseliny.

Zvl�a�stn�� skupinou jsou bakterie bez bun�e�cn�e st�eny, tzv. mykoplazmata, kter�e nejsou schopny
syntetizovat prekurzory peptidoglykanu. Bu�nky jsou obklopeny pouze cytoplazmatickou membr�anou.

Obr. 14: Bun�e�cn�a st�ena grampozitivn��ho (A) a gramnegativn��ho (B) typu (Prescott a kol., 1996,
upraveno)

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Podlo�zn�� a kryc�� skla, o�ckovac�� kli�cky, lupy

� Barviva pro Gramovo barven�� (krystalov�a violet ’, Lugol�uv roztok, safranin)
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� Destilovan�a voda

Mikroorganizmy

� Escherichia coli CCM 3954

� Pseudomonas putida,

� P. 
uorescens CCM 2115T

� Serratia marcescensCCM 303

� Kocuria rosea CCM 839

� Micrococcus luteus CCM 169

� Bacillus cereus CCM 2010

� Bacillus subtilis CCM 2216

� Staphylococcus aureusSA 812

� Saccharomyces cerevisiae

Postup

� Ve cvi�cen�� ka�zd�y pracuje samostatn�e.

� Prepar�aty popsat bud’ na skl���cko �ci pap��rek p�rilepen�y ke skl���cku.

Ka�zd�y hodnot�� a barv��:

� Morfologii koloni�� a r�ustu na agarech a v tekut�em m�ediu

� Gramovo barven�� { �cist�a a sm�esn�a kultura

� Mikroskopicky pozorovat v�sechny kultury ve cvi�cen�� a vyhodnotit tvar bun�ek, tvorbu shluk�u
a typ bun�e�cn�e st�eny

� Nativn�� prepar�at

Nativn�� prepar�at { aseptick�a pr�ace p�ri nan�a�sen�� bun�ek na skl���cko

� Dob�re o�ci�st�en�e podlo�zn�� skl���cko vyjmout z alkoholu a prot�ahnout plamenem.

� Ozna�cit skl���cko �c��slem vy�set�rovan�e kultury.

� Doprost�red skl���cka nan�est kapku steriln�� destilovan�e vody.

� O�zehnutou, vychladlou o�ckovac�� kli�ckou vn�est do kapky mal�e mno�zstv�� kultury, rozm��chat.
Kultury sta�c�� nepatrn�e mno�zstv��, aby prepar�at nebyl hust�y.

� Kapka se nerozt��r�a, p�rekr�yv�a se kryc��m skl���ckem tak, aby v prepar�atu nebyly vzduchov�e
bublinky (nep�rikl�adat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nep�ritla�covat).

� P�rebyte�cnou kapalinu ods�at �ltra�cn��m pap��rem.

� Bu�nky z tekut�eho m�edia pozorovat p�r��mo v m�ediu bez �red�en�� v kapce vody.



Zhodnocen�� cvi�cen�� 33

� Pro nativn�� prepar�at zvolit objektiv s f�azov�ym kontrastem (Ph).

� Prepar�at pozorovat do 5 minut od p�r��pravy z d�uvodu rychl�eho vysych�an��.

Gramovo barven��

� Dob�re o�ci�st�en�e podlo�zn�� skl���cko vyjmout z alkoholu a prot�ahnout plamenem.

� Ozna�cit skl���cko �c��slem vy�set�rovan�e kultury.

� Doprost�red skl���cka nan�est kapku steriln�� destilovan�e vody.

� O�zehnutou, vychladlou o�ckovac�� kli�ckou vn�est do kapky mal�e mno�zstv�� kultury.

� Suspenzi z kultury rozet�r��t po skl���cku, nechat dob�re zaschnout a �xovat plamenem (n�ekolikr�at
skl���cko prot�ahnout plamenem).

� Prepar�at pono�rit do roztoku krystalov�e violeti (30 sekund), barvivo opl�achnout vodou.

� Prepar�at pono�rit do Lugolova roztoku (30 sekund), barvivo opl�achnout vodou.

� Prepar�at p�revrstvit etanolem (nebo acetonem), maxim�aln�e na 15-20 sekund.

� Opl�achnout slab�ym proudem vody.

� Prepar�at pono�rit do safraninu na 1 minutu (takto se dobarv�� pouze bu�nky gramnegativn��,
u kter�ych do�slo k vyplaven�� krystalov�e violeti; safraninem v�sak dobarvujeme ka�zd�y pre-
par�at, i kdy�z p�redpokl�ad�ame p�r��tomnost grampozitivn��ch bun�ek { p�redem nev��me, o jak�y
typ bun�e�cn�e st�eny se v prepar�atu jedn�a).

� Prepar�at osu�sit mezi dv�ema �ltra�cn��mi pap��ry a pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000x (s imerzn��m
objektivem) v jasn�em poli (ozna�cen�� objektivu BF).

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Poda�rilo se spr�avn�e obarvit a pozorovat kultury?

� Pokud ne, pro�c?



34 Makroskopick�e a mikroskopick�e pozorov�an�� mikroorganizm�u, Gramovo barven��

Na obr. 15, 16 a 17 si m�u�zete prohl�ednout k�r���zov�e rozt�ery a mikroskopick�e prepar�aty (Gra-
movo barven��) kultur pou�z��van�ych ve cvi�cen��.

Obr. 15: �Cist�e kultury bakteri�� na agaru a obarven�e dle Grama. Escherichia coli (A), Pseudomonas
putida (B) , Serratia marcescens(C), Saccharomyces cerevisiae(D), Bacillus cereus (E), Kocuria
rosea (F), Micrococcus luteus (G), Staphylococcus aureusSA 812 (H) (archiv autorek)

Obr. 16: Sm���sen�e kultury bakteri��. S. marcescensa B. subtilis (archiv autorek)



Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c�� literatu�re 35

Obr. 17: Sm�esn�e kultury obarven�e dle Grama. S. marcescensa K. rosea (A), M. luteus a P. putida
(B) (archiv autorek)

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

1. Miniatlas mikroorganizm�u (23. 2. 2017)

2. Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

3. Rosypal S.,Obecn�a bakteriologie, SPN Praha, 1981.

4. �Silh�ankov�a L., Demnerov�a K., N�avody pro laborato�re z mikrobiologie, V �SCHT, Praha, 1993.

5. Atlas mykologie, http://www.mycology.adelaide.edu.au/ (23.2.2017)

6. Centers for Disease Control and Prevention, http://www.cdc.gov/az/a.html (23.2.2017)

Kontroln�� ot�azky

1. Jak�a barviva se pou�z��vaj�� p�ri barven�� dle Grama a co zde p�usob�� jako mo�ridlo?

2. Co v�sechno m�u�zeme v prepar�atu (v bu�nce) barvit?

3. Kter�e morfologick�e znaky se popisuj�� u koloni�� mikroorganizm�u?

4. Jsou v�sechny bakterie barviteln�e Gramem? Pokud ne, uved’te n�ejak�e p�r��klady.

5. Na �cem z�avis�� morfologie bakteri�aln�� kolonie?

6. Jak�e vlastnosti bakteri�aln��ch koloni�� se popisuj��?

7. Pro�c se prov�ad�� �xace prepar�atu?
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8. Uved’te alespo�n 2 p�r��klady bakteri�aln��ho rodu tvo�r��c��ho kokovit�e bu�nky a 2 p�r��klady bun�ek
ty�cinkovit�ych.

9. Jak�a struktura bu�nky se barv�� Gramov�ym barven��m a co z takto obarven�eho prepar�atu
m�u�zeme vy�c��st?

10. Kter�y objektiv poskytuje v�et�s�� zv�et�sen�� { imerzn�� nebo such�y? K �cemu imerze slou�z��?

11. Jak se dle Grama barv�� kvasinky; jak�y maj�� typ bun�e�cn�e st�eny?

12. Jak se dle Grama barv�� Escherichia coli?

13. Co je to peptidoglykan?

14. Jak�e jsou hlavn�� rozd��ly v p�r��prav�e a �u�celu prepar�atu barven�eho podle Grama a nativn��ho
prepar�atu?

15. K �cemu slou�z�� r�uzn�e typy barven�� bun�ek?



6 Bakteriof�ag

C��l cvi�cen��

Stanovit titr f�agov�eho lyz�atu metodou dvouvrstv�eho agaru.

�Uvodn�� slovo

Bakteriof�agy (t�e�z f�agy) jsou viry napadaj��c�� bakteri�aln�� bu�nky. Velikost bakteriof�ag�u se pohybuje
od 20 do 200 nm, velikost genomu 2 a�z 200 kb, jsou men�s�� ne�z bakterie. Jejich po�cet je v prost�red��
asi desetkr�at vy�s�s�� ne�z po�cet bakteri�aln��ch bun�ek. Ze 20{50 % jsou p�r���cinou jejich mortality, na-
pom�ahaj�� kolob�ehu l�atek, zvy�sov�an�� mno�zstv�� organick�ych l�atek v prost�red��. Geneticky se neshoduj��
s ostatn��mi viry (viry �zivo�cich�u a rostlin). Evoluce f�ag�u prob��h�a sou�casn�e s evoluc�� bakteri��, jsou
kontinu�aln�e se vyv��jej��c��m rezervo�arem gen�u.

Nukleov�a kyselina bakteriof�aga (jedno nebo dvou�ret�ezcov�a, kruhov�a nebo line�arn��, DNA
nebo RNA) je ulo�zena v proteinov�e kapsid�e v�et�sinou tvaru ikosaedru, kter�a je pomoc�� kr�cku
spojena s bi�c��kem um��st�en�ym v kontraktiln�� pochv�e. Na baz�aln�� plot�enku bi�c��ku jsou napojena
bi�c��kov�a vl�akna pro p�richycen�� na povrchov�e receptory bakteri�aln��ho hostitele (obr. 18).

Obr. 18: Struktura T4 bakteriof�aga (Prescott a kol., 1996, upraveno)

Rozmez�� bakteri�aln��ho hostitele m�u�ze b�yt u f�ag�u velice �uzk�e �ci naopak �sirok�e. N�ekter�e
f�agy jsou natolik speci�ck�e, �ze se mno�z�� jen v ur�cit�ych kmenech konkr�etn��ho bakteri�aln��ho druhu.
F�agy se �sirok�ym spektrem hostitele se naz�yvaj�� f�agy polyvalentn��. Chim�ern�� f�ag vznik�a homologn��
rekombinac�� mezi dv�ema f�agy, m�a vlastnosti od obou p�uvodn��ch f�ag�u.

Podle pr�ub�ehu �zivotn��ho cyklu se f�agy d�el�� na dv�e skupiny:
Virulentn�� f�agy s lytick�ym �zivotn��m cyklem (obr. 19A) zp�usobuj�� lyzi hostitelsk�eho

kmene bakterie. �Zivotn�� cyklus m�a tyto f�aze:

1. adsorpce virionu na povrch vn��mav�e bu�nky (u grampozitivn��ch bakteri�� v�et�sinou na teichoov�e
kyseliny), penetrace nukleov�e kyseliny f�aga do cytoplazmy bu�nky,

2. replikace f�agov�e DNA s vyu�zit��m RNA polymer�azy hostitele, synt�eza ran�e mRNA f�aga a pro-
tein�u kontroluj��c��ch synt�ezu dal�s��ch vir�u, synt�eza pozdn��ch b��lkovin f�aga,

3. kompletace nov�ych virov�ych �c�astic (virion�u),

4. uvoln�en�� virion�u do vn�ej�s��ho prost�red�� umo�zn�en�e synt�ezou endolyzin�u a lyz�� bu�nky. Uvoln�en�e
viriony pak mohou in�kovat dal�s�� citliv�e bu�nky.
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Pokud lytick�a infekce prob��h�a v tekut�em m�ediu s narostl�ymi bu�nkami hostitelsk�eho kmene,
dojde po ur�cit�e dob�e k vy�ce�ren�� a dostaneme tzv. f�agov�y lyz�at (kultiva�cn�� prost�red�� obsahuj��c�� ak-
tivn�� virov�e �c�astice, zbytky membr�an a vylit�y bun�e�cn�y obsah). Pokud prob��h�a lyze u hostitelsk�eho
kmene na agaru, vznikaj�� plaky, projasn�en�a m��sta.

Temperovan�e f�agy s lyzogenn��m cyklem (obr. 19B) se rekombinac�� za�cle�nuj�� do ge-
nomu hostitele, jejich nukleov�a kyselina se replikuje a p�ren�a�s�� na potomstvo spolu s genomem.
Takov�y f�ag se naz�yv�a prof�ag, m�u�ze se uvolnit a vy�clenit z nukleov�e kyseliny bakteri�aln�� bu�nky po
p�usoben�� n�ekter�ych vn�ej�s��ch faktor�u (nap�r. UV z�a�ren��, p�usoben�� mutagen�u �ci stresov�ych faktor�u).
P�ri chybn�em vy�clen�en�� (tj. p�ri posunut�� �ctec��ho r�amce) se m�u�ze spolu s genetickou informac�� f�aga
vy�clenit i �c�ast genomu hostitelsk�e bakterie, kter�a je sou�c�ast�� nov�e virov�e �c�astice a m�u�ze b�yt �s���rena
d�al. Tento proces se naz�yv�a transdukce a nap�r. u druhu Staphylococcus aureusje nej�cast�ej�s��m
zp�usobem horizont�aln��ho p�renosu gen�u, kter�y viru m�u�ze p�rin�a�set ur�cit�ym zp�usobem v�yhodn�e
geny. Stejn�e tak i bakteri��m, nebot ’ bakteriof�agy napom�ahaj�� nap�r��klad v shiftech s�erotyp�u bak-
teri�� (serotype-converting phages).

Obr. 19: �Zivotn�� cyklus f�aga (zdroj: Virtual Learning Environment { Viruses; upraveno)

Infekce bakteri�aln�� bu�nky f�agem nemus�� b�yt v�zdy �usp�e�sn�a. N�ekter�e bakterie p�rekr�yvaj�� re-
ceptory pro nav�az�an�� f�ag�u nap�r. proteinem A, anebo pokud infekce a penetrace prob�ehne, bakterie
aktivuj�� restrik�cn�e modi�ka�cn�� syst�emy a endonukle�azy roz�st�ep�� cizorodou nukleovou kyselinu. To
jsou hlavn�� probl�emy f�agov�e terapie. �Re�sen��m je izolace f�agov�ych mutant, kter�e jsou schopn�e
p�rekonat obrann�e mechanizmy hostitele a lyzovat p�uvodn�e necitliv�e kmeny.

F�agov�a terapie je pou�zit�� f�ag�u k l�e�cb�e bakteri�aln��ch infekc��. Bakteriof�agy schopn�e lyze pa-
togenn��ch bakteri��ch se dostaly do pop�red�� z�ajmu po objevu bakteri�aln��ch kmen�u rezistentn��ch na
z�alo�zn�� antibiotika (nap�r. meticilin). Jedny z prvn��ch v�yzkum�u f�agov�e terapie prob��haly od 60. let
v zem��ch b�yval�eho Sov�etsk�eho svazu; v Gruzii bylo do studi�� zahrnuto a�z 31 tis��c d�etsk�ych pacient�u
trp��c��ch pr�ujmy. Z�apadn�� Evropa a USA se k v�yzkumu p�ripojily pozd�eji.

Bakteriof�agy byly v minulosti hojn�e u�z��v�any k l�e�cb�e a prevenci infekc��. Zat��mco d�r��ve byly
pro f�agovou terapii vyu�z��v�any prepar�aty obsahuj��c�� cel�e f�agov�e �c�astice, v sou�casnosti otev��r�a nov�e
mo�znosti v boji proti obt���zn�e l�e�citeln�ym infekc��m izolace dob�re charakterizovan�ych puri�kovan�ych
f�agov�ych komponent s antimikrobi�aln��mi vlastnostmi. Dnes je f�agov�a terapie rozv��jena zejm�ena
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u infekc�� vyvolan�ych bakteri�aln��mi rody Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Proteus,
Klebsiella, Shigella, Salmonella, Escherichia, Enterococcus a Listeria .

V�yhodou f�agov�e terapie je vysok�a speci�ta k c��lov�emu kmeni hostitele, f�agy nejsou ne-
bezpe�cn�e pro p�rirozenou mikro
�oru pacienta. Speci�ta f�aga v�sak vy�zaduje velmi p�resnou diagnos-
tiku patogena a stanoven�� jeho citlivosti k dan�emu f�agu. V�yhodn�e je pou�z��vat polyvalentn�� f�agy
nebo jejich sm�esi, kter�e jsou schopn�e lyzovat v�et�sinu patogenn��ch kmen�u dan�eho druhu, kter�e se
pod��lej�� na vzniku infekce. Bakteriof�agy jsou schopny pomno�zit se v m��st�e infekce, proto je mo�zn�e
podat pacientovi malou jednor�azovou d�avku prepar�atu. Naproti tomu antibiotika jsou metabo-
lizov�ana, eliminov�ana z organizmu a nekoncentruj�� se v m��st�e infekce, co�z vy�zaduje opakovan�e
d�avky.

U f�agov�ych prepar�at�u nebyly, a�z na n�ekolik v�yjimek, dosud pozorov�any z�ava�zn�e vedlej�s��
�u�cinky, ve srovn�an�� s antibiotiky. Probl�em m�u�ze nastat p�ri uvoln�en�� endotoxin�u do organizmu
pacienta v d�usledku lyze bakteri�aln��ch bun�ek. P�r��padn�y vznik rezistence na ur�cit�eho f�aga je �casto
spjat se ztr�atou patogenity p�r��slu�sn�eho bakteri�aln��ho kmene. Povrchov�e bun�e�cn�e komponenty,
f�agov�e receptory, b�yvaj�� spojen�e s bakteri�aln�� virulenc�� a jejich mutace vede sou�casn�e ke ztr�at�e
obou uveden�ych funkc��. Naproti tomu kmeny rezistentn�� na antibiotika si uchov�avaj�� vlastnosti
virulence. V�yvoj nov�ych antibiotik je zdlouhav�y a n�akladn�y. Vyhled�an�� nov�eho terapeutick�eho
f�aga proti rezistentn��mu bakteri�aln��mu kmeni je rychlej�s�� a levn�ej�s�� proces.

F�agov�a terapie se nevyu�z��v�a pouze v medic��n�e, ale tak�e p�ri o�set�rov�an�� potravin proti bak-
teri�aln��mu napaden��, ve fytoterapii, v p�estitelstv�� a rostlinn�e v�yrob�e proti bakteri�aln��mu one-
mocn�en�� rostlin.

Ke stanoven�� po�ctu f�agov�ych �c�astic se pou�z��vaj�� nep�r��m�e metody zalo�zen�e na tvorb�e plak.
Plaky jsou projasn�en�e z�ony na tuh�em m�ediu souvisle porostl�em hostitelsk�ym bakteri�aln��m kme-
nem. Vznikaj�� v m��st�e, kde se v okam�ziku o�ckov�an�� nach�azela jedna aktivn�� f�agov�a �c�astice, kter�a
dala po infekci vznik dal�s��m virion�um, ty napadly okoln�� citliv�e bu�nky. V n�ekolika po sob�e
n�asleduj��c��ch lytick�ych cyklech doch�az�� k lyzi velk�eho po�ctu sousedn��ch hostitelsk�ych bun�ek a vznik�a
plaka. Z�akladn��m p�redpokladem metody je, �ze po�cet hostitelsk�ych bun�ek mus�� b�yt vy�s�s�� ne�z po�cet
f�agov�ych �c�astic.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� masopeptonov�y buj�on (MPB)

� masopeptonov�y agar (MPA) { 2 % a 0,7 %

� steriln�� tris HCl pufr (pH 7,2)

� steriln�� 0,22 % CaCl2

� steriln�� Petriho misky, pipety, zkumavky, vodn�� l�aze�n, termostat

Mikroorganizmy

� Staphylococcus aureusSA 812, stafylof�ag 812
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Postup

P�r��prava f�agov�eho lyz�atu

� 2 ml narostl�eho 24 hodinov�eho inokula S. aureus SA 812 nao�ckovat do 100 ml �cerstv�eho
MPB v provzdu�s�novac�� l�ahvi a za intenzivn��ho provzdu�s�nov�an�� pokra�covat v kultivaci dal�s��
4 hodiny p�ri teplot�e 30 ° C.

� Po 4 hodin�ach asepticky p�ridat 10 ml steriln��ho 0,22% CaCl 2 a 5 ml z�asobn��ho lyz�atu f�aga
812 a pokra�covat v kultivaci.

� Po 60 minut�ach p�rem��stit provzdu�s�novac�� l�ahev do temna a laboratorn�� teploty.

� Za 12{24 hodin se m�edium vy�ce�r��, p�resto v n�em z�ust�av�a ur�cit�y po�cet necitliv�ych bun�ek.

� Lyz�at sterilizovat p�r��davkem chloroformu (5{10 kapek na 10 ml lyz�atu), nechat p�usobit 1{2
hodiny, lyz�at st�ahnout steriln�� pipetou a p�ren�est do steriln�� ba�nky.

� V takto p�ripraven�em lyz�atu se p�ri teplot�e 4 ° C v�yznamn�e nem�en�� po�cet aktivn��ch f�agov�ych
�c�astic po dobu 1{2 m�es��c�u.

P�r��prava hostitelsk�ych bun�ek

� Ze z�asobn�� kultury S. aureus SA 812 nao�ckovat 20 ml steriln��ho MPB (ve 100ml ba�nce)
a kultivovat 24 hodin p�ri teplot�e 30 ° C.

Stanoven�� po�ctu virion�u:

� Lyz�at f�aga 812 z�redit ve steriln��m tris HCl pufru, v�zdy steriln�e p�ren�a�set 0,1 ml lyz�atu nebo
p�redchoz��ho �red�en�� do 0,9 ml pufru, na ka�zd�e �red�en�� pou�z��t novou steriln�� �spi�cku, dob�re
prom��ch�avat!

� P�ripravit steriln�� zkumavky, kter�e budou obsahovat 3 ml 0,7% MPA, rozva�ren�eho a vytem-
perovan�eho na 45 ° C.

� K 20 ml hostitelsk�ych bun�ek steriln�e p�ridat 2 ml 0,22% CaCl 2 a pipetovat 0,3 ml inokula do
ka�zd�e zkumavky.

� Na bakteriologick�e plotny s 2% MPA pipetovat 0,1 ml p�r��slu�sn�ych �red�en�� f�aga, ihned po
pipetov�an�� misku zal��t obsahem jedn�e zkumavky, krou�ziv�ym pohybem agar prom��chat s pi-
petovanou kapkou a ve vodorovn�e poloze nechat utuhnout.

� Misky um��stit dnem vzh�uru do termostatu a kultivovat p�ri 30 ° C 12{24 hodin.

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Spo�c��tat po�cet plak na misk�ach (obr. 20) s nejvhodn�ej�s��m �red�en��m (na misce okolo 20{200
plak). K misk�am, na kter�ych je m�en�e ne�z 10 plak p�ri hodnocen�� nep�rihl���zet. V�ysledek je
v jednotk�ach PFU/ml (plaques forming units, po�cet f�agov�ych �c�astic schopn�ych vytv�a�ret
plaky v 1 ml, nikoliv absolutn�� po�cet virion�u).
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Obr. 20: Plaky vznikl�e vyset��m �rady �red�en�� (�red�en�� 10 � 3 a�z 10� 10) f�agov�eho lyz�atu (archiv autorek)

U �red�en�� 10 � 3 do�slo k lyzi ve�sker�ych bun�ek, naopak u �red�en�� 10 � 10 k lyzi bun�ek nedo�slo.
Pro v�ypo�cet je nejvhodn�ej�s�� �red�en�� 10 � 7.

P�r��klad v�ypo�ctu : Na 3 misk�ach (0,1 ml vzorku �red�en�� 10 � 5/miska) se vytvo�rilo 122, 132,
139 plak, aritmetick�y pr�um�er je 131 plak.

Titr lyz�atu je = 131 � 105 � 1; 31 � 107 v 0,1 ml, tedy 1; 31 � 108 PFU/ml

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Eyer L., Pant�u�cek, R., R�u�zi�ckov�a V., Do�ska�r J., Nov�e perspektivy f�agov�e terapie, p�rehledov�y
�cl�anek v Klinick�a mikrobiologie a infek�cn�� l�eka�rstv�� , 2007.

� Skripta Praktikum z mikrobiologie

� Otradovcov�a L., Izolace a charakterizace mutant polyvalentn��ho stafylokokov�eho bakte-
riof�aga �u�cinn�ych proti methicilin-rezistentn��m kmen�um Staphylococcus aureus, Diplomov�a
pr�ace, MU, Brno, 2012.

Kontroln�� ot�azky

1. �C��m se li�s�� bakteriof�agy od vir�u rostlin a �zivo�cich�u?

2. Jak�y je v�yznam vir�u pro p�renos genetick�e informace v prost�red��?

3. �C��m jsou viry prosp�e�sn�e p�ri terapii onemocn�en��?

4. Co je nutn�e m��t pro kultivaci bakteriof�aga?

5. K �cemu slou�z�� CaCl 2?
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C��l cvi�cen��

Ov�e�rit spr�avn�y pr�ub�eh transdukce p�renesen��m rezistence k antibiotiku z donorov�ych na recipientn��
bakteri�aln�� bu�nky.

�Uvodn�� slovo

Transdukce je p�renos genetick�eho materi�alu prost�rednictv��m viru z bu�nky donorov�e do bu�nky
recipientn��. Pomoc�� bakteri�aln��ch vir�u (t�e�z bakteriof�ag�u �ci f�ag�u) lze p�ren�est jak�ykoli fragment
chromozomu z donorov�e bakteri�aln�� bu�nky do bu�nky recipientn��, jedn�a se o horizont�aln�� v�ym�enu
genetick�e informace. P�renesen�y fragment pak rekombinuje s homologick�ym �usekem recipientn��
bu�nky, integruje se do jej��ho genomu, co�z se projev�� v jej��m fenotypu. Mechanizmus p�renosu
nen�� zcela objasn�en, ale pravd�epodobn�e jde o chybu p�ri sbalov�an�� DNA do f�agov�e hlavy b�ehem
sestavov�an�� f�agov�ych �c�astic v in�kovan�e bu�nce. M��sto replikovan�e f�agov�e DNA je do f�agov�e hlavy
zabalena DNA donorov�e bu�nky, �c�ast chromozomu nebo plazmid, kter�y m�u�ze b�yt p�renesen f�agem
do recipientn�� bu�nky.

V literatu�re je v sou�casnosti pops�ano v��ce ne�z 250 stafylokokov�ych bakteriof�ag�u. Schopnost
transdukce maj�� pouze n�ekter�e z nich, a to f�agy n�ale�z��c�� do s�erologick�e skupiny B a p�r��buzn�e
skupiny F. Za prototyp transdukuj��c��ho f�aga je pova�zov�an f�ag � 11 s�erologick�e skupiny B, kter�y je
schopen zabalit do sv�e hlavy chromozom�aln�� nebo plazmidovou DNA a�z do velikosti sv�eho genomu,
t.j. 45 kb. Indukovat f�aga lze UV z�a�ren��m nebo mitomycinem C z chromozomu kmene NCTC 8325,
kde je integrov�an ve form�e prof�aga. Dal�s��mi bakteriof�agy s vysokou efektivitou transdukce jsou
nap�r. f�agy 52A, 53 a 80.

V sou�casnosti je u Staphylococcus aureusmetoda transdukce vyu�z��v�ana k c��len�emu vn�a�sen��
mobiln��ch genetick�ych element�u do kmen�u a k p�r��prav�e pozm�en�en�ych variant kmen�u, ke studiu
horizont�aln��ho p�renosu gen�u a k identi�kaci p�ren�a�sen�ych gen�u.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� MPA, MPB

� roztok CaCl2, citr�at sodn�y

� tetracyklin

� centrifuga

Mikroorganizmy

� Donorov�y kmen Staphylococcus aureusJevons B (obsahuje 2 plazmidy, rezistence na kad-
mium a tetracyklin)

� Recipientn�� kmen Staphylococcus aureusRN4220

� Transdukuj��c�� f�ag JB CCM 7872
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P�r��prava transdukuj��c��ho f�agov�eho lyz�atu

� O�ckovat donorov�y kmen (20 µ l zamra�zen�e kultury do 20 ml MPB) a inkubovat p�ri 37 ° C po
dobu 18 hodin.

� P�ren�est 2 ml 18hodinov�e kultury do 50 ml �cerstv�eho MPB v provzdu�s�novac�� l�ahvi a inkubovat
p�ri 37 ° C po dobu 2 hodin za intenzivn��ho provzdu�s�nov�an��.

� P�ridat 6 ml lyz�atu f�aga, roztok CaCl 2 do v�ysledn�e koncentrace 2 mM a inkubovat za stejn�ych
podm��nek jako p�ri 37 ° C po dobu 2 hodin za intenzivn��ho provzdu�s�nov�an�� (z�asobn�� roztok
CaCl2 o koncentraci 0,02 M, pro dosa�zen�� v�ysledn�e koncentrace p�ridat 1/10 objemu).

� Uskladnit lyz�at p�res noc v lednici (dokon�cen�� lyze, v p�r��pad�e �upln�e lyze bakteri�aln�� kultury
bezprost�redn�e po ukon�cen�� inkubace lze tento krok vynechat).

� Odstranit zbytky bun�ek donorov�eho kmene centrifugac�� (5000 rpm / 30 minut) a �ltrovat
p�res 0,45 µ m bakteriologick�y �ltr.

� Stanovit titr f�agov�ych �c�astic v lyz�atu metodou dvouvrstv�eho agaru (pro v�ypo�cet frekvence
transdukce).

Transdukce plazmid�u

� O�ckovat recipientn�� kmen (20 µ l zamra�zen�e kultury do 20 ml MPB) a inkubovat p�ri 37 ° C
po dobu 18 hodin.

� Stanovit titr recipientn��ho kmene (pro v�ypo�cet frekvence transdukce).

� P�ridat roztok CaCl 2 ke kultu�re recipientn��ho kmene do v�ysledn�e koncentrace 2 mM (z�asobn��
roztok CaCl2 o koncentraci 0,02 M, pro dosa�zen�� v�ysledn�e koncentrace p�ridat 1/10 objemu).

� Sm��chat 1 ml kultury recipienta s 1 ml transdukuj��c��ho f�agov�eho lyz�atu tak, �ze hodnota
multiplicity infekce (pom�er po�ctu f�agov�ych �c�astic k po�ctu bun�ek) bude max. 1.

� Inkubovat transduk�cn�� sm�esi p�ri 37 ° C po dobu 25 minut za st�al�eho t�rep�an��.

� P�ridat roztok citr�atu sodn�eho k transduk�cn�� sm�esi do v�ysledn�e koncentrace 15 mM, cent-
rifugovat (3000 rpm / 10 minut / 4{8 ° C) a resuspendovat pelet v roztoku 17 mM citr�atu
sodn�eho. Objem pro resuspendaci z�avis�� na po�ctu misek, na kter�e se bude transduk�cn�� sm�es
vys�evat a na mno�zstv�� sm�esi vyset�e na jednu misku, ide�aln�e 100{300 µ l (roztok citr�atu
sodn�eho se z�asobn�� koncentrac�� 0,03 M - k transduk�cn�� sm�esi se p�rid�a v pom�eru 1:1; roztok
se z�asobn�� koncentrac�� 0,017 M - pro resuspendaci peletu).

� Vyset transduk�cn�� sm�es na misky s MPA obohacen�ym o citr�at sodn�y (20 mM) a tetracyklin,
5 µ g/ml (roztok citr�atu sodn�eho se z�asobn�� koncentrac�� 1 M - do 100 ml rozva�ren�eho steriln��ho
m�edia p�ridat 2 ml. Tetracyklin v z�asobn�� koncentraci 5 mg/ml - do rozva�ren�eho steriln��ho
m�edia p�ridat 1/1000 objemu).

� Inkubovat misky p�ri 37 ° C po dobu 24 hodin.

� Zjistit po�cet koloni�� transduktant na misk�ach. V�ypo�cet frekvence transdukce je pod��l po�ctu
transduktant (CFU/ml { colony-forming units/1 ml) k po�ctu f�agov�ych �c�astic v transdu-
kuj��c��m lyz�atu (PFU/ml { plaque-forming units/1 ml).
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� Do�slo k p�renosu plazmidu?

� Jak jsme p�renos ov�e�rili?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Rosypal S., Do�ska�r J., Pant�u�cek R., Kailerov�a J., Relichov�a J., R�u�zi�ckov�a V., �Smarda J. ml.,
�Smarda J., �St�ep�an J., Terminologie molekul�arn�� biologie , MU Brno, 2001.

� Varga M., Charakterizace syst�emu nespeci�ck�e transdukce plazmid�u u Staphylococcus au-
reus. Dizerta�cn�� pr�ace, MU Brno, 2013.

� Varga M., Transdukce plazmid�u zprost�redkovan�a prof�agy kmen�u Staphylococcus aureus. Di-
plomov�a pr�ace, MU Brno, 2009.

Kontroln�� ot�azky

1. Co ov�e�r��me pomoc�� kontrol?

(a) Miska s antibiotiky + donorov�y kmen
(b) Miska s antibiotiky + recipientn�� kmen p�red transdukc��
(c) Miska bez antibiotik + recipientn�� kmen p�red transdukc��

2. Na jak�e z kontroln��ch misek bu�nky nar�ust maj��/nemaj��?

3. Co je transdukce?

4. Pou�z��vaj�� se pro transdukci f�agy s lytick�ym nebo lyzogenn��m cyklem? Pro�c?
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bakteri�� plotnovou metodou

C��l cvi�cen��

Z��sk�an�� �rady �red�en�� kultury mikroorganizmu. Stanovit po�cet �zivotaschopn�ych bun�ek.

�Uvodn�� slovo

Pro stanoven�� po�ctu bun�ek ve vzorku se vyu�z��vaj�� p�r��m�e a nep�r��m�e metody.
Mezi p�r��m�e metody pat�r�� stanoven�� po�ctu bun�ek pomoc�� mikroskopu, po�c��t�an�� samotn�ych

bun�ek v prepar�atu ze vzorku, bez kultivace. V�yhodou je rychlost a stanoven�� po�ctu jak �ziv�ych tak
mrtv�ych bun�ek �ci jejich pom�er, nap�r. porovn�an��m pom�eru neobarven�ych �ziv�ych bun�ek s po�ctem
mrtv�ych, kter�e se obarvuj��.

Mezi nep�r��m�e metody pat�r�� metody kultiva�cn��. Kultivac�� �c�asti vzorku zjist��me po�cet
�zivotaschopn�ych bun�ek, kter�e vytvo�r�� kolonie. P�ri n�ekter�ych fyziologick�ych a genetick�ych experi-
mentech je nutn�e zn�at po�cet bun�ek ve vzorku. Po�cet bun�ek slou�z�� jako standard pro porovn�av�an��
v�ysledk�u. Jednotkou v�ypo�ctu plotnov�e metody je po�cet �zivotaschopn�ych (na plotn�ach rostouc��ch)
bun�ek v 1 ml m�edia/vzorku, tzv. colony forming units - CFU/ml .

Plotnov�a metoda (kultiva�cn�� nep�r��m�a metoda) spo�c��v�a ve stanoven�� po�ctu narostl�ych koloni��
za p�redpokladu, �ze ka�zd�a bu�nka vytvo�r�� jednu izolovanou kolonii. Plotnovou metodu lze prov�est
dv�ema zp�usoby, sm��ch�an��m vzorku s tekut�ym temperovan�ym agarem nebo pipetov�an��m vzorku na
misku s agarem a rozet�ren�� L-kli�ckou (obr. 21).

Obr. 21: O�ckov�an�� suspenze bun�ek na misku - rozet�ren�� bakteriologickou L-kli�ckou (archiv autorek)

Nefelometrick�e stanoven�� vyu�z��v�a intenzity sv�etla odra�zen�eho od bun�ek, stanoven�� optick�e
denzity suspenze bun�ek. V�yhodou t�eto metody je stanoven�� kalibra�cn�� k�rivky, po�cet bun�ek lze
ode�c��st z line�arn�� �c�asti k�rivky. P�ri �red�en�� vzorku a pipetov�an�� bun�ek do �red��c��ho roztoku je t�reba
d�at pozor na rozbit�� bun�ek osmotick�ym �sokem. Podle hustoty v�ychoz�� suspenze se ur�c�� po�cet
zkumavek �red��c�� �rady. Pokud se o�cek�av�a 0{10 3 CFU/ml, suspenze se jev�� bez opalescence; p�ri
po�ctu 10 5 CFU/ml suspenze lehce opaleskuje; mno�zstv�� 107 a�z 109 CFU/ml vytv�a�r�� ml�e�cn�y z�akal
dle velikosti a tvaru bun�ek.

V protokolech b�yv�a uvedeno, s jak�ym po�ctem bun�ek (CFU/ml) se pracovalo p�r��padn�e
s jak�ym z�akalem (%). Z�akal je m�en�e p�resn�a hodnota, kter�a slou�z�� pro rychlou orientaci. Ve spek-
trofotometru lze m�e�rit z�akal m�edia �ci �red��c��ho roztoku, kter�y obsahuje i mrtv�e bu�nky. Pokud se p�ri
stejn�e metod�e opakovan�e pracuje za stejn�ych podm��nek se stejn�e starou kulturou, tedy i stejn�ym
z�akalem, lze p�redpokl�adat p�ribli�zn�e stejn�y po�cet �ziv�ych a mrtv�ych bun�ek. V r�amci dan�eho expe-
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rimentu je p�ri opakov�an�� metody hodnota extinkce v��cem�en�e konstantn��.
Pro stanoven�� po�ctu bun�ek v r�uzn�ych prost�red��ch je k dispozici �rada metod, pro dan�y �u�cel

se vol�� metoda nejl�epe vyhovuj��c��. Stanoven�� po�ctu mikroorganizm�u se prov�ad�� v dan�em objemu
a p�repo�c��t�av�a se obvykle na 1 ml p�uvodn��ho vzorku. T�emito v�ysledky jsou pak korigov�any z��skan�e
v�ysledky experiment�u.

Pomoc�� CFU/ml lze sledovat p�r��r�ustek bun�ek v �case. Pokud jsou b�ehem kultivace v te-
kut�em m�ediu odeb��r�any dob�re prom��chan�e vzorky, porovn�an��m po�ctu bun�ek v �case lze z��skat obraz
o fyziologick�em stavu kultury, o jej��m prosp��v�an�� �ci odum��r�an�� (�u�cinky fyzik�aln��ch �ci chemick�ych
z�asah�u do rostouc�� kultury, podp�urn�e �ci inhibuj��c�� l�atky v potravin�a�rstv��, v mikrobi�aln��ch techno-
logi��ch atd.).

Gra�ck�ym vynesen��m hodnot CFU/ml odeb��ran�ych ze vzorku v tekut�em m�ediu (bez dod�a-
v�an�� �zivin) po stejn�ych �casov�ych intervalech lze sestavit r�ustovou k�rivku mikroorganizmu v dan�em
prost�red��. D��ky stanoven�� po�ctu bun�ek lze hodnotit pod��ly jednotliv�ych skupin bakteri��
sm���sen�e kultury v jejich celkov�em zastoupen��. Lze porovn�avat makroskopick�e znaky kultivovan�ych
z�astupc�u a pracovat na m�edi��ch z�akladn��ch i selektivn��ch, p�r��padn�e selektivn�e diagnostick�ych.

V praxi lze vyu�z��t tzv. automatick�e po�c��ta�ce koloni�� (obr. 22A) nebo st�erovou a v�yplachovou
metodu pomoc�� analyz�atoru (obr. 22B). P�r��stroj Lumitester PD (obr. 22B) dok�a�ze rychle ur�cit
celkov�y stupe�n kontaminace ov�sem bez rozli�sen�� druh�u a rod�u mikroorganizm�u (m�e�ren�� luminis-
cence). Tento p�r��stroj se vyu�z��v�a nap�r. v potravin�a�rsk�ych provozech.

Obr. 22: P�r��stroje pro automatick�e po�c��t�an�� koloni�� (A) a celkov�y stupe�n kontaminace (B).
Zdroj: www.marconi.sk (A; upraveno), Qualifood.cz (B; upraveno)

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Steriln�� bakteriologick�e plotny s MPA

� Steriln�� zkumavky, pipety, L-kli�cky

� Steriln�� fosf�atov�y pufr nebo fyziologick�y roztok

Mikroorganizmy

� Micrococcus luteus CCM 169
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Postup

�Red�en�� kultury

� Do sady steriln��ch zkumavek pipetovat po 0,9 ml steriln��ho fyziologick�eho roztoku.

� Z dob�re prom��chan�eho vzorku s kulturou odebrat 0,1 ml suspenze a p�ren�est do prvn�� zku-
mavky.

� Prom��chat �cistou �spi�ckou obsah prvn�� zkumavky (celkov�y objem 1 ml), odebrat 0,1 ml
a p�ren�est do dal�s�� zkumavky.

� Prom��chat obsah druh�e zkumavky a 0,1 ml p�ren�est do t�ret�� zkumavky. Takto pokra�covat a�z
na konec �red��c�� �rady (Obr. 23).

O�ckov�an��

� Popsat Petriho misky s MPA na v���cko (kolonie se budou po�c��tat te�ckov�an��m dna misky
popisova�cem).

� Ze zkumavek s �red�en��m 10 � 4 a�z 10� 6 pipetovat 0,1 ml suspenze do misky. Pro ka�zd�e �red�en��
pou�z��vat minim�aln�e dv�e misky, l�epe t�ri, pro vytvo�ren�� pr�um�eru z �red�en��.

� Pipetovan�y objem rozet�r��t steriln�� L-kli�ckou krou�ziv�ym pohybem po cel�em agaru, dnem
misky ot�a�cet proti pohybu rozt��r�an��, netla�cit na L-kli�cku. P�ri pipetov�an�� a rozt��r�an�� otev��rat
misky co nejm�en�e. Vzorek rozet�r��t rovnom�ern�e, aby kolonie narostly izolovan�e.

� Misky kultivovat dnem vzh�uru 2{3 dny p�ri 30 ° C.

Kontrola sterility �red��c��ho roztoku

� Ze z�asobn��ho fyziologick�eho roztoku odebrat 0,1 ml, pipetovat na misku a rozet�r��t steriln��
�cistou L-kli�ckou. Kultivovat dnem vzh�uru 2{3 dny p�ri 30 ° C.

Obr. 23: Sch�ema postupu plotnov�e metody (archiv autorek)
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Hodnocen��

K hodnocen�� vybrat dvojici (trojici) misek vhodn�eho �red�en�� (obr. 24, misky se zhruba 20{200
koloniemi) a spo�c��tat po�cet koloni��. Kolonie po�c��tat ze dna misky a ozna�cit popisova�cem na sklo
te�ckou. Ze z��skan�ych hodnot vypo�c��tat pr�um�er, �c��slo vyn�asobit kladnou hodnotou �red�en�� a hodno-
tou 10 (na misku se nan�a�selo 0,1 ml, v�ysledek je p�repo�c��tan�y na 1 ml). Z��skan�y �udaj je hodnota
CFU/ml (colony forming units, po�cet bakteri�� schopn�ych vytvo�rit kolonii/ml).

CFU/ml = pr�um�ern�y po�cet koloni�� · hodnota �red�en�� (kladn�y exponent) · 10
Spr�avn�y form�at v�ysledku je nap�r. 2 ; 4 � 104 CFU/ml, nikoli 24 � 103 CFU/ml.

Obr. 24: Plotnov�a metoda. Vhodn�e �red�en�� pro po�c��t�an�� koloni�� je v tomto p�r��pad�e �red�en�� 10 � 6 (C),
�red�en�� 10 � 4 (A) a 10� 5 (B) obsahuje p�r��li�s vysok�y po�cet koloni�� (archiv autorek)
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� Kter�e �red�en�� p�ri ode�c��t�an�� v�ysledk�u (po�ctu koloni��) bylo nejvhodn�ej�s��?

� Jak�y byl po�cet (CFU/ml) bun�ek v p�uvodn��m vzorku? Prob��hala pr�ace asepticky? Pokud ne,
pro�c?

� Byl zaznamen�an velk�y rozd��l v po�ctu koloni�� mezi miskami jednoho �red�en�� (nespr�avn�e pro-
m��chan�y vzorek)?

� Do�slo k n�ar�ustu bakteri�� na kontroln��ch misk�ach s rozet�ren�ym pufrem?

� Mohla kontaminace ovlivnit celkov�y po�cet CFU/ml, pro�c (morfotyp koloni��)?

� Byl vzorek dob�re po�citateln�y (�spatn�e rozet�ren�y vzorek)?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Klaban V., Ilustrovan�y mikrobiologick�y slovn��k , Gal�en, Praha, 2005, ISBN 80{7262{341{9.

Kontroln�� ot�azky

1. Jak�y je v�ypo�cet CFU/ml u plotnov�e metody, co znamenaj�� jednotliv�e �cleny vzorce?

2. Plotnovou metodu jsme prov�ad�eli na neselektivn��m m�ediu a pracovali jsme s �cistou kulturou.
Kdy se vyu�z��v�a plotnov�a metoda na selektivn��ch m�edi��ch?

3. Pokud bychom p�ri plotnov�e metod�e m��sto kultury mikrokoka pou�zili nap�r. rybni�cn�� vodu.
Stanov��me CFU/ml, jak a pro�c se bude li�sit morfologie narostl�ych koloni�� od n�ar�ustu �red�en�e
kultury mikrokoka? Budou kolonie rybni�cn�� vody tak�e jedin�eho morfologick�eho typu?

4. Podle �ceho zva�zujeme mno�zstv�� zkumavek s pufrem (d�elku �red��c�� �rady) plotnov�e metody,
kdy sta�c�� vyu�z��t jednu �ci dv�e zkumavky a kdy je pot�reba mnohem vy�s�s��ho po�ctu?

5. Jak�a jednotka se pou�z��v�a pro v�ypo�cet n�ar�ustu p�ri pou�zit�� plotnov�e metody?

6. Pro�c a jak se p�ri plotnov�e metod�e prov�ad�� kontrola �red��c��ho roztoku?

7. Co znamen�a zkratka CFU/ml a co vyjad�ruje?

8. Pro�c se p�ri plotnov�e metod�e neo�ckuje bakteriologickou kli�ckou?

9. Vypo�ct�ete CFU/ml, pokud byl stanoven po�cet koloni�� 210 a 190 v �red�en�� 10 � 6. Do 0,9 ml
pufru v prvn�� zkumavce se pipetovalo 0,1 ml kultury.

10. Popi�ste podstatu plotnov�e metody.

11. Jak�y je rozd��l mezi p�r��m�ym a nep�r��m�ym stanoven��m po�ctu bun�ek?

12. Pro�c je nutno prom��chat z�asobn�� vzorek a d�ale dob�re prom��ch�avat obsah zkumavek �red��c��
�rady?

13. Jak pozn�ame kontaminaci �red��c��ho roztoku?

14. Pro�c se na misku p�ri plotnov�e metod�e nerozt��r�a nap�r. 1 ml vzorku?

15. Podle �ceho odvod��te vhodn�y typ kultiva�cn��ho m�edia pro plotnovou metodu?
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C��l cvi�cen��

Stanovit procento p�re�z��vaj��c��ch bun�ek v z�avislosti na dob�e inkubace p�ri zv�y�sen�e teplot�e.

�Uvodn�� slovo

Pro stanoven�� po�ctu bun�ek ve vzorku se vyu�z��vaj�� p�r��m�e a nep�r��m�e metody. Mezi nep�r��m�e me-
tody pat�r�� metody kultiva�cn��. Mezi p�r��m�e metody pat�r�� stanoven�� po�ctu bun�ek pomoc�� mik-
roskopu, po�c��t�an�� samotn�ych bun�ek v prepar�atu ze vzorku, bez kultivace. V�yhodou je rychlost
a stanoven�� po�ctu jak �ziv�ych tak mrtv�ych bun�ek �ci jejich pom�er.

Pro po�c��t�an�� bun�ek v prepar�atu je t�reba m��t suspenzi s vhodnou hustotou bun�ek. Pro
odli�sen�� �ziv�ych a mrtv�ych bun�ek se vyu�z��vaj�� barven�e prepar�aty. Bu�nky se mohou spo�c��tat i pomoc��
�xovan�eho barven�eho prepar�atu �ci prepar�at nebarven�eho, �ziv�e a mrtv�e bu�nky se ale neodli�s��.
Pro p�r��m�e stanoven�� se pou�z��vaj�� po�c��tac�� kom�urky, nap�r. Thomova, B�urkerova (obr. 25), co�z je
sklen�en�a desti�cka s po�c��tac�� m�r���zkou r�uzn�e velikosti. Prostor mezi podlo�zn��m a kryc��m skl���ckem
je na kom�urce v�zdy vyzna�cen. Pracuje se s ur�cit�ym objemem vzorku, ze zn�am�eho objemu se
dopo�c��t�av�a objem vzorku pro 1 ml. Po nak�apnut�� prom��chan�eho vzorku na m�r���zku se bu�nky usad��
na dn�e a mikroskopicky lze stanovit po�cet bun�ek na dan�ych plo�sk�ach s��t�e.

Obr. 25: B�urkerova po�c��tac�� kom�urka (archiv A. V�avrov�e)

Vit�aln�� test (barven�� nativn��ho prepar�atu) slou�z�� ke zji�st�en�� okam�zit�eho stavu popu-
lace sledovan�ych bun�ek. Je zalo�zen na propustnosti membr�any mrtv�ych bun�ek. Cytoplazmatick�a
membr�ana mrtv�ych bun�ek nen�� semipermeabiln��, barvivo se dost�av�a dovnit�r. �Ziv�e bu�nky se nao-
pak pr�uniku barviva "br�an��\ sv�ymi kan�alky v membr�an�e; barvivo nepropust�� nebo ho odbouraj��.
K barven�� mrtv�ych bun�ek v prost�red�� bun�ek �ziv�ych se vyu�z��v�a netoxick�ych barviv, nap�r. roztok
metylenov�e mod�ri z�red�en�y a pufrovan�y fosf�atem s pH 4,6. Pomoc�� vit�aln��ho testu lze sledovat nap�r.
p�usoben�� zv�y�sen�e teploty na p�re�z��v�an�� bun�ek v �case. V�yhodou testu je rychlost, n��zk�a spot�reba
materi�alu oproti plotnov�e metod�e a mo�znost rozli�sen�� pom�eru �ziv�ych a mrtv�ych bun�ek. Nev�yhodou
je, �ze sledovan�e bu�nky nelze d�ale kultivovat.

Vit�aln�� test se vyu�z��v�a v praxi p�ri kontrole �zivotaschopnosti mikroorganizm�u b�ehem tech-
nologick�ych proces�u. Sleduje se jejich odpov�ed’ (zm�ena po�ctu �ci pom�eru) na p�r��davek �ci �ubytek
r�uzn�ych l�atek �ci na prob��haj��c�� fyzik�aln�� proces. Z v�ysledk�u testu vitality lze okam�zit�e rozhodovat
o zasa�zen�� do technologick�eho procesu b�ehem kultivace bun�ek.
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Erlenmeyerova ba�nka, zkumavky, pipety, kap�atko

� Steriln�� destilovan�a voda

� Vodn�� l�aze�n, teplom�er, mikroskop

� B�urkerova kom�urka

� Metylenov�a mod�r

Mikroorganizmy

� Kvasinky Saccharomyces cerevisiae, peka�rsk�e dro�zd��

Postup

� P�ripravit suspenzi kvasinkov�ych bun�ek z peka�rsk�eho dro�zd�� �ci z n�ar�ustu sb��rkov�e kultury ve
steriln�� destilovan�e vod�e v ba�nce.

� Pipetovat po 1 ml suspenze do 4 zkumavek.

� Prvn�� zkumavku zpracovat jako kontroln�� vzorek pro zji�st�en�� po�ctu �ziv�ych bun�ek p�ri pokojov�e
teplot�e p�ri za�c�atku pokusu (0 minut).

� Stanovit po�cet �ziv�ych a mrtv�ych bun�ek. Do prohlubn�e B�urkerovy kom�urky nan�est kapku
suspenze a zakr�yt kryc��m sklem. K okraji kryc��ho skl���cka p�rik�apnout metylenovou mod�r, na
opa�cn�e stran�e ji ods�at �ltra�cn��m pap��rem, a�z je cel�y prepar�at zbarven mod�re.

� Po usazen�� bun�ek (1{2 minuty) pozorovat a spo�c��tat �ziv�e (neobarven�e) a mrtv�e (modr�e)
bu�nky p�ri zv�et�sen�� 400 � .

� Pro ka�zd�y �cas spo�c��tat bu�nky v min. 10 �ctverc��ch. Do sou�ctu zahrnout i bu�nky le�z��c�� na
2 hran�ach pol���cka (bud ’ prav�a a horn�� nebo lev�a a spodn�� hrana, obr. 26)

Obr. 26: Po�c��t�an�� bun�ek p�ri vit�aln��m testu. �Cerven�e jsou zn�azorn�eny bu�nky, kter�e se zapo�c��t�avaj��
do celkov�eho po�ctu bun�ek v pol���cku (archiv autorek)
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� Zbyl�e zkumavky um��stit do vodn�� l�azn�e o teplot�e 61 ° C. Stanovit po�cet �ziv�ych a mrtv�ych
bun�ek po 7, 14 a 21 minut�ach (obr. 27) postupem popsan�ym v�y�se.

� Dle vzorce vypo�c��tat celkov�y po�cet bun�ek (mrtv�e + �ziv�e).

celkov�y po�cet bun�ek/ml �
sou�cet �ziv�ych a mrtv�ych bun�ek

10 � po�cet pol���cek
� 250� 1000

� V MS Excel sestrojit graf z�avislosti p�re�z��vaj��c��ch bun�ek na d�elce vystaven�� zv�y�sen�e teplot�e
(osa x, % p�re�z��vaj��c��ch bun�ek; osa y, �cas).

Obr. 27: Obarven�e bu�nky p�ri vit�aln��m testu v �case 0 (A), 7 (B), 14 (C) a 21 minut (D) (archiv
autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Doch�azelo k plynul�emu �ubytku bun�ek?

� Byly dob�re rozeznateln�e mrtv�e a �ziv�e bu�nky?

� V jak�em �case se projevil znateln�y �ubytek bun�ek?
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Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Klaban V., Ilustrovan�y mikrobiologick�y slovn��k , Gal�en, Praha, 2005, ISBN 80{7262{341{9.

Kontroln�� ot�azky

1. Jak�y je princip vit�aln��ho testu?

2. Jak lze zjistit aktu�aln�� stav populace s ohledem na pom�er �ziv�ych a mrtv�ych bun�ek?



10 AP-test (test acidi�ka�cn�� schopnosti)

C��l cvi�cen��

Stanoven�� fyziologick�eho stavu kvasinek pomoc�� AP-testu.

�Uvodn�� slovo

Jedn��m z faktor�u ovliv�nuj��c��ch z�asadn��m zp�usobem kvalitu kone�cn�eho produktu p�ri v�yrob�e piva
je fyziologick�y stav a metabolick�a kompetence n�asadn��ch kvasinek. Viabilita (tj. �zivotaschopnost,
kterou lze vyj�ad�rit jako pom�er po�ctu �ziv�ych bun�ek k jejich celkov�emu po�ctu v kultu�re) a vitalita
(fermenta�cn�� a obecn�e metabolick�a schopnost bun�ek) kvasinek hraj�� p�ri v�yrob�e piva d�ule�zitou
�ulohu. Vitalita se sni�zuje u bun�ek st�arnouc��ch �ci star�ych nebo bun�ek vystaven�ych stresu. Nov�e
druhy stresu mohou vznikat nap�r. p�ri zav�ad�en�� modern��ch technologi�� (vysok�y hydrostatick�y tlak
v cylindrok�onick�ych tanc��ch) nebo nov�ych surovin.

Na stanoven�� viability a vitality kvasinek byla vyvinuta �rada metod, kter�e lze rozd�elit
na metody zalo�zen�e na vit�aln��m barven��, stanoven�� reproduk�cn�� schopnosti bun�ek, m�e�ren�� obsahu
d�ule�zit�ych l�atek, stanoven�� aktivity d�ule�zit�ych enzym�u, stanoven�� metabolick�e rychlosti bun�ek, sta-
noven�� energetick�eho stavu bun�ek. Tyto metody maj�� sv�e v�yhody i omezen�� a optim�aln�� stanoven��

"kondice\ bun�ek n�asadn��ch kvasinek jak b�ehem propagace, tak b�ehem fermentace a skladov�an��,
a p�redev�s��m p�redpov�ed ’ jejich chov�an�� b�ehem n�asleduj��c��ch fermentac�� zahrnuje sou�casn�e pou�zit��
n�ekolika technik. To vy�zaduje pestr�e a �casto pom�ern�e n�akladn�e p�r��strojov�e vybaven��.

AP-test se pou�z��v�a ke stanoven�� metabolick�e kompetence pivovarsk�ych kvasinek opako-
van�e nasazovan�ych v provozu, je zalo�zen na znalosti �rady membr�anov�ych pochod�u prob��haj��c��ch
v kvasink�ach metabolizuj��c��ch endogenn�� i exogenn�� substr�aty. Hlavn�� pochod pod��lej��c�� se na aci-
di�ka�cn�� schopnosti kvasinek, tj. �cinnost H + -ATP�azy, z�avis�� nejen na stavu bun�ek (�cerstv�e bu�nky,
bu�nky po skladov�an��, pran�� atd.), ale velmi siln�e i na r�ustov�e f�azi. B�ehem diauxick�eho p�rechodu
a t�esn�e po n�em se aktivita H + -ATP�azy u S. cerevisiae prudce sni�zuje a z�ust�av�a n��zk�a b�ehem
post-diauxick�e a stacion�arn�� f�aze. To souvis�� s p�rechodem bun�ek na energeticky �usporn�y re�zim,
p�ri n�em�z je minimalizov�an provoz energeticky n�aro�cn�ych pochod�u zahrnuj��c��ch vysokou spot�rebu
ATP.

Principem AP-testu je m�e�ren�� zm�eny pH prost�red�� vyvolan�e kvasinkami. P�ri testu se 10
minut m�e�r�� zm�ena pH extracelul�arn��ho prost�red��, pot�e se k suspenzi p�rid�a gluk�oza a m�e�r�� se
dal�s��ch 10 minut. Po p�rid�an�� cukru pH kvasni�cn�e suspenze v�yrazn�e klesne. Pokles pH je zp�usoben
vznikem elektrochemick�eho gradientu proton�u p�res plazmatickou membr�anu p�ri absorpci �zivin.
Gradient pH vytv�a�r�� membr�anov�a ATP�aza. Krom�e ATP�azy se na acidi�ka�cn�� schopnosti pod��l��
i vylu�cov�an�� metabolick�ych produkt�u, p�rev�a�zn�e slab�ych kyselin do prost�red��. P�ri nedostatku meta-
bolizovateln�eho cukru kvasinka pro udr�zen�� pom�eru extracelul�arn��ho a intracelul�arn��ho pH vyu�z��v�a
energii z�asobn��ch polysacharid�u, glykogenu a trehal�ozy. Za p�r��tomnosti cukru v prost�red�� vyu�z��v�a
kvasinka k udr�zen�� homeost�aze jak endogenn��, tak exogenn�� metabolizmus.

Zm�ena pH v prvn��ch 10 minut�ach po p�rid�an�� kvasinek do vody (v nep�r��tomnosti vn�ej�s��ho
zdroje gluk�ozy) se naz�yv�a spont�ann�� acidi�ka�cn�� schopnost, kter�a vyjad�ruje r�ustovou schopnost
kvasinek a souvis�� s obsahem z�asobn��ch polysacharid�u v bu�nce.

Za 10 minut od p�rid�an�� cukru do roztoku se m�e�r�� dal�s�� pokles pH. Gluk�ozou indukovan�a
acidi�ka�cn�� schopnost zna�c�� aktivitu kvasinek p�ri kva�sen�� a rychlost glykol�yzy. Z�akladem repro-
dukovatelnosti v�ysledk�u je p�resn�e m�e�ren�� pH a velmi dobr�a kalibrace pH metru. P�ri dodr�zen��
nastaven�� pH metru neovlivn�� v�ysledky ani kol��s�an�� v nav�a�zce kvasnic o ± 11 %. Proto nen�� nutn�e
dodate�cn�e stanoven�� su�siny.
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� destilovan�a voda, centrifuga, pH metr, elektromagnetick�e m��chadlo, roztok gluk�ozy (50 %)

Mikroorganizmy

� Kvasnice: su�sen�e lisovan�e �ci v�a�zen�e peka�rsk�e kvasnice, pivovarsk�e kvasinky

Postup

Modi�kace AP-testu dle Hollerov�e a kol., 2005

� Nav�a�zit 9 ± 0,1 g peka�rsk�ych kvasnic, p�ridat je do 50 ml vychlazen�e destilovan�e vody a prom�yt.

� Centrifugovat suspenzi (3000 x g/10 minut), prom�yt. Opakovat 2 Ö .

� Resuspendovat kvasnice v 50 ml destilovan�e vody o pokojov�e teplot�e.

� V tuto chv��li za�c��n�a m�e�ren�� pH (pono�rit pH metr do roztoku) { �cas 0 (pH 0 ).

� Vzorek m��chat pomoc�� elektromagnetick�eho m��chadla.

� Po 10 minut�ach p�ridat 5 ml gluk�ozy (50 % roztok) a zapsat hodnotu pH (pH 10 ).

� Ode�c��st hodnotu pH ve 20. minut�e (pH 20 ).

V�ypo�cet hodnoty AP

Veli�cina AP 10 odpov��d�a v�ysledku spont�ann�� acidi�kace p�red p�rid�an��m gluk�ozy, vypo�c��t�a se z hod-
noty pH v 10. minut�e m�e�ren�� (pH 10):

AP10 � 6; 3 � pH10

kde 6,3 je hodnota pK syst�emu CO2{HCO�
3 , p�ribli�zn�e rovna vnitrobun�e�cn�emu pH.

Veli�cina AP 20 odpov��d�a v�ysledku gluk�ozou indukovan�e acidi�kace. Vypo�c��t�a se z hodnoty
pH ve 20. minut�e (pH 20):

AP20 � 6; 3 � pH20

V�ysledn�a hodnota AP 20 odr�a�z�� fyziologick�y stav bun�ek:

Zhodnocen�� cvi�cen��

� V jak�em fyziologick�em stavu byly pou�z��van�e kvasnice?

� Jak�y byl v�ysledek vit�aln��ho barven�� ve srovn�an�� s AP testem?
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Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Gabriel P., Dienstbier M., Matoulkov�a D., Kosa�r K., Sigler K., Optimised acidi�cation power
test of yeast vitality and its use in brewing practice. J. Inst. Brew., 2008, 114: 270{276.

� Hollerov�a, I. a kol., Vitalita a viabilita n�asadn��ch kvasnic: metody posuzov�an�� a vliv bun�e�cn�ych
syst�em�u pro stresovou resistenci. Kvasny Prum., 2005, 51:3-7.

� Ko�sin P., �Savel J., Kolouchov�a I., Bro�z A., Viabilita a vitalita kvasnic v provozn��m kva�sen��.
Kvasny Prum., 2007, 53: 30-34.

� Sigler K., Matoulkov�a D., Stress responses in brewing yeast. Kvasny Prum., 2011, 57:277-284.

� �Savel J., M�e�ren�� aktivity pivovarsk�ych kvasinek. Kvasny Prum., 1999, 45:258-261.

Kontroln�� ot�azky

1. Jak�e metody pro testov�an�� stavu kvasinky zn�ate?

2. Jsou kvasinky, kter�e rychle vyu�z��vaj�� p�ridanou gluk�ozu p�ri AP testu, vhodn�e pro pou�zit��
v technologick�em procesu?

3. Jsou kvasinky, kter�e pomalu vyu�z��vaj�� p�ridanou gluk�ozu p�ri AP testu, vhodn�e pro pou�zit��
v technologick�em procesu?

4. Jak�a aktivita kvasinek se hodnot�� (hodnoty pH) v 10. a 20. minut�e? Je mezi nimi rozd��l?



11 Fyzik�aln�� a chemick�e prost�redky
kontroly r�ustu mikroorganizm�u

C��l cvi�cen��

Testov�an�� �u�cinku vybran�ych fyzik�aln��ch a chemick�ych prost�redk�u pro kontrolu r�ustu mikroorga-
nizm�u v z�avislosti na dob�e kontaktu a koncentraci (UV z�a�ren��, dezinfek�cn�� l�atky: SAVO, Incidur
a Ajatin).

�Uvodn�� slovo

Faktory vn�ej�s��ho prost�red�� mohou na mikroorganizmy p�usobit mikrobicidn�e , co�z je nevratn�y
inhibi�cn�� �u�cinek s let�aln��m koncem, nebo mikrobistaticky , kdy je �u�cinek reverzibiln�� a po odezn�en��
faktoru, kter�y zm�enu vyvolal (nap�r. vy�red�en�� na minim�aln�� koncentraci), bu�nky pokra�cuj�� v r�ustu.

Inhibi�cn�� �u�cinek faktor�u je z�avisl�y na povaze a intenzit�e p�usoben��, ale i na fyziologick�em
stavu bu�nky (st�a�r��) a prost�red��, ve kter�em se nach�az��. Bu�nky ve vegetativn�� form�e jsou citliv�ej�s��
ne�z klidov�e formy, endospory, myxospory a cysty. Citlivost je ovlivn�ena slo�zen��m bu�nky a bun�e�cn�e
st�eny a rodovou, p�r��padn�e druhovou p�r��slu�snost�� organizmu. Organizmy, kter�e vytv�a�r�� pigmenty,
jsou nap�r. l�epe chr�an�eny proti UV z�a�ren��, z�a�ren�� je odr�a�zeno a pohlcov�ano barvivem (mo�zn�e
srovn�an�� s tmav�ymi slune�cn��mi br�ylemi). Barviva v pigmentech pohlcuj�� ur�citou vlnovou d�elku
sv�etla, kter�a m�u�ze b�yt vyu�zita jako energie pro synt�ezu �zivin a dal�s�� mechanizmy d�ule�zit�e pro
�zivot.

Dekontaminace je odstran�en�� mikrobn��, chemick�e a radioaktivn�� kontaminace z p�redm�et�u.
M�u�ze b�yt zabezpe�cena r�uzn�ym zp�usobem a tomu odpov��d�a t�e�z dosa�zen�y efekt. Prost�y �uklid, myt��
nebo pran�� a �zehlen�� sni�zuje v�yskyt mikroorganizm�u a�z o 90 %.

Antisepse je zne�skod�nov�an�� choroboplodn�ych z�arodk�u v prost�red�� �ziv�ych tk�an��, v ran�ach,
na sliznic��ch a na k�u�zi s pou�zit��m antiseptik. Je nam���rena hlavn�e proti mikrob�um vyvol�avaj��c��m
hnis�an��. U antiseptik nen�� striktn�� po�zadavek na baktericidn�� �u�cinek, sta�c�� bakteriostatick�e p�usoben��.
Antiseptika mus�� spl�novat po�zadavek nejedovatosti a dobr�e sn�a�senlivosti �ziv�ymi tk�an�emi, podl�ehaj��
schv�alen�� jako ka�zd�y jin�y l�ek. U antiseptik nen�� nutn�a dobr�a rozpustnost ve vod�e.

Asepse je souhrn opat�ren�� vedouc��ch ke stavu, kdy je v prost�red�� minimum mikroor-
ganizm�u. Asepse br�an�� p�r��stupu mikroorganizm�u k �ziv�ym tk�an��m p�ri chirurgick�ych operac��ch
pou�z��v�an��m steriln��ch n�astroj�u, obvazov�ych l�atek, �sic��ho materi�alu, pry�zov�ych rukavic, p�r��pravou
opera�cn��ho pole, dezinfekc�� chirurgov�ych rukou, pou�z��v�an��m �ustenek apod. Pojem asepse zahr-
nuje tak�e laboratorn�� a v�yrobn�� metody, u nich�z je snaha zabr�anit mikrobi�aln�� kontaminaci nap�r.
u mikrobiologick�ych laboratorn��ch prac�� a p�ri v�yrob�e n�ekter�ych l�ek�u.

Dezinfekce je de�nov�ana jako ni�cen�� �ci zne�skod�nov�an�� kontaminuj��c��ch mikroorganizm�u
na ne�ziv�ych p�redm�etech, ve vn�ej�s��m prost�red�� (ve vod�e, ve vzduchu) a v infek�cn��m materi�alu.
Zahrnuje �sirokou paletu �u�cinnosti proti vir�um, vegetativn��m form�am bakteri�� a hub, ne v�sak
proti endospor�am. �U�cinnost dezinfekce je z�avisl�a na rezistenci mikroorganizm�u v�u�ci dezinfek�cn��m
prost�redk�um.

Sterilizace je zbaven�� prost�red�� v�sech �ziv�ych organizm�u, v�cetn�e vir�u, bakteri��, bakteri�aln��ch
endo- i exospor, mikroskopick�ych hub a jejich exospor. Sterilizace je v praxi zat���zena ur�citou
pravd�epodobnost�� selh�an��. P�redm�et m�u�ze b�yt pova�zov�an za steriln��, je-li mo�zno prok�azat, �ze
pravd�epodobnost p�r��tomnosti mikrob�u je nejv�y�se 10 � 6.
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Fyzik�aln�� metody sterilizace

Mezi sterilizaci vlhk�ym teplem pat�r�� frakcionovan�a sterilizace, tyndalizace a sterilizace nasycenou
vodn�� parou.

P�reru�sovan�a, frakcionovan�a sterilizace je sterilizace varem (100° C) p�usob��c��m po dobu
30 minut v 18-24 hodinov�ych intervalech 3 dny po sob�e. Sterilizovan�a l�atka mus�� b�yt v mezidob��
ulo�zena p�ri pokojov�e teplot�e, aby termorezistentn�� endospory, kter�e var p�re�zily, mohly vykl���cit.
N�asleduj��c�� var je pak ni�c�� jako vegetativn�� formy bakteri��.

Tyndalizace se pou�z��v�a ke sterilizaci termolabiln��ch roztok�u b��lkovin, kter�e koaguluj�� ji�z
p�ri teplot�e 60 ° C. Postup je podobn�y jako p�ri frakcionovan�e sterilizaci. Roztok se zah�r��v�a ve vodn��
l�azni p�ri 56{58 ° C (resp. p�ri 60{80 ° C) po 30{60 minut 3 dny po sob�e.

Sterilizace nasycenou vodn�� parou pod tlakem (v autokl�avu) se prov�ad�� nej�cast�eji za
p�retlaku 100 kPa p�ri teplot�e 120 ° C po dobu 20-30 minut. Tento zp�usob sterilizace umo�z�nuje zni�cit
bezpe�cn�e v�sechny formy mikroorganizm�u. Autokl�av je tlakov�y steriliz�ator opat�ren�y vodoznakem
pro stav vody ve vyv��je�ci p�ary (pokud nen�� p�r��mo napojen na p�r��vod p�ary z centr�aln��ho zdroje).
Je vybaven pojistn�ym ventilem, dv�ema manometry (jeden k m�e�ren�� p�retlaku p�ary ve vyv��je�ci,
druh�y v pracovn��m prostoru), odvzdu�s�novac��m ventilem, vodn�� v�yv�evou a teplom�erem. Dokonal�e
odvzdu�sn�en�� pracovn��ho prostoru na za�c�atku sterilizace je p�redpokladem �usp�e�sn�eho autokl�avov�an��
(sm�es p�ary se vzduchem p�ri 120 ° C a 30 minutov�e expozici nem�a spolehliv�y steriliza�cn�� efekt). V au-
tokl�avu lze sterilizovat obvazov�y materi�al, opera�cn�� pr�adlo, r�uzn�e roztoky, kovov�e l�eka�rsk�e n�astroje,
pry�zov�y materi�al. P�ri sterilizaci bakteriologick�ych p�ud je t�reba d�at pozor na mo�znost hydrol�yzy
disacharid�u a po�skozen�� termolabiln��ch l�atek. Textiln�� materi�al se ukl�ad�a do steriliza�cn��ch bubn�u,
kter�e se vkl�adaj�� do autokl�avu otev�ren�e a po skon�cen�� sterilizace jsou ihned uzav�reny. Materi�al
uzav�ren�y v bubnu se pova�zuje za steriln�� jen dva dny po sterilizaci. Potom je nutno buben znovu
sterilizovat, i kdy�z nebyl otev�ren.

Such�e teplo je m�en�e �u�cinn�e ne�z p�ara pod tlakem. M�a ni�z�s�� koe�cient vodivosti, sterili-
zace prob��h�a p�ri vy�s�s�� teplot�e a po del�s�� expozi�cn�� dobu. Otev�ren�y plamen se pou�z��v�a p�ri �z��h�an��
bakteriologick�e kli�cky, k likvidaci pokusn�ych zv���rat a n�ekter�ych p�redm�et�u mal�e hmotnosti, nap�r.
kontaminovan�ych obvaz�u.

Horkovzdu�sn�a sterilizace skla, porcel�anu a kov�u se prov�ad�� v horkovzdu�sn�ych steriliz�atorech.
Doba vlastn�� sterilizace se po�c��t�a od okam�ziku dosa�zen�� p�redepsan�ych teplot. V p�r��stroj��ch s nu-
cenou cirkulac�� vzduchu se sterilizuje obvykle bud’ p�ri 160 ° C 60 minut nebo p�ri 180 ° C 20 minut.

Sterilizace �ltrac�� slou�z�� k odstra�nov�an�� mikroorganizm�u z tekutin tam, kde je jin�y zp�usob
dekontaminace nevhodn�y. Viry proch�azej�� v�et�sinou bakteri�aln��ch �ltr�u. Filtry se li�s�� dle konstrukce,
velikosti p�or�u a pou�zit�eho materi�alu. Azbestov�e Seitzovy �ltry jsou lisovan�e z azbestu a celul�ozy.
Filtry zadr�zuj��c�� bakterie jsou ozna�ceny EK (Entkeimung). Filtra�cn�� vlo�zky jsou jedno�u�celov�e
a sterilizuj�� se i s �ltra�cn��mi n�alevkami v autokl�avu. Sklen�en�e jensk�e �ltry jsou z borosilik�atov�eho
skla ve form�e por�ezn��ch desti�cek zataven�ych v n�alevk�ach. Pou�z��vaj�� se opakovan�e. Po pou�zit�� se �cist��
koncentrovanou kyselinou s��rovou nebo chroms��rovou a d�ukladn�e se prom�yvaj�� vodou. Sterilizuj��
se hork�ym vzduchem nebo v autokl�avu. Membr�anov�e ultra�ltry z nitrocelul�ozy s r�uznou velikost��
p�or�u a pr�um�eru se u n�as vyr�ab�ej�� pod n�azvem Synpor. Vkl�adaj�� se do speci�aln��ch kovov�ych bub��nk�u
a sterilizuj�� se v autokl�avu. Filtrace se prov�ad�� za pou�zit�� podtlaku pomoc�� v�yv�evy.

Sterilizace z�a�ren��m se prov�ad�� pomoc�� UV nebo ionizuj��c��ho z�a�ren��.
Ultra�alov�e z�a�ren�� (UV) m�a optim�aln�� baktericidn�� �u�cinek p�ri vlnov�e d�elce okolo 254 nm,

kdy je z�a�ren�� maxim�aln�e absorbov�ano nukleov�ymi kyselinami. Jako z�a�ri�ce se pou�z��vaj�� obvykle
germicidn�� lampy. UV z�a�ren�� slou�z�� k dekontaminaci vzduchu a pracovn��ch ploch p�r��mo vysta-
ven�ych paprsk�um. Pou�z��v�a se k vyza�rov�an�� opera�cn��ch s�al�u, aseptick�ych box�u, piteven, odb�erov�ych
m��stnost�� v l�e�cebn�ach tuberkul�ozy apod. Vyz�a�ren�� nem�u�ze nahradit �uklid pomoc�� dezinfek�cn��ch
prost�redk�u. �U�cinnost UV kles�a se vzd�alenost�� oza�rovan�eho objektu.

Ionizuj��c�� z�a�ren�� penetruje, ale nezah�r��v�a sterilizovan�y p�redm�et a nem�en�� vlastnosti v�et�siny
sterilizovan�ych l�atek. Zdrojem gama z�a�ren�� v praxi je obvykle radioaktivn�� kobalt. Gama z�a�ren�� se
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pou�z��v�a k pr�umyslov�e sterilizaci (obvazov�y materi�al, plasty). Mezin�arodn�e stanoven�a steriliza�cn��
d�avka je 27 kGy.

Chemick�e prost�redky dezinfekce

Vzorkov�an�� a mikrobiologick�e vy�set�ren�� pou�z��van�ych dezinfek�cn��ch roztok�u se testuje na stan-
dardn��ch kmenech mikroorganizm�u. V�ysledky se odborn�e interpretuj�� s ohledem na speci�ck�e
d�uvody prov�ad�en�e kontroly. Ve zdravotnick�ych za�r��zen��ch se odeb��raj�� vzorky na�red�en�ych pou�z��va-
n�ych dezinfek�cn��ch roztok�u, a co nejrychleji se transportuj�� do mikrobiologick�e laborato�re ke
stanoven�� jejich �u�cinnosti na kontroln��ch kmenech, p�r��padn�e �u�cinnosti na mikroby izolovan�e na
konkr�etn��m zdravotnick�em pracovi�sti.

Dezinfek�cn�� �u�cinnost m�u�ze b�yt baktericidn��, bakteriostatick�a, fungicidn�� (vl�aknit�e a kvasin-
kovit�e houby), fungistatick�a, tuberkulocidn��, mykobaktericidn��, sporicidn��, sporistatick�a, virucidn��
(obalen�e a neobalen�e viry). Testov�an�� lze p�rizp�usobit podm��nk�am �cist�eho, �spinav�eho, vysoce nebo
m�alo zne�ci�st�en�eho prost�red��. Speci�ck�y �u�cinek chemick�ych l�atek na mikroorganizmy se projevuje
v z�avislosti na jejich koncentraci a dob�e p�usoben�� (expozice).

Krit�eria kvality dezinfek�cn��ch prost�redk�u pro volbu jejich pou�zit��: �sirok�e spektrum �u�cinku
(baktericidn��, virucidn�� i fungicidn�� �u�cinek z�arove�n), p�ri trval�em pou�z��v�an�� nevznik�a rezistence,
netoxick�e, rychl�y dezinfek�cn�� �u�cinek, a�nita k mikroorganizm�um, k dezin�kovan�emu p�redm�etu jsou
inertn��, st�al�y dezinfek�cn�� �u�cinek za r�uzn�ych zm�en vn�ej�s��ch podm��nek (teplota, vlhkost vzduchu,
pH).

Antimikrobn�� l�atky nej�cast�eji p�r��mo po�skozuj�� strukturu mikroorganizm�u nebo naru�suj�� je-
jich z�akladn�� metabolick�e procesy nap�r. oxidac�� (slou�ceniny chl�oru, peroxidy, peroxid kyseliny),
redukc�� (aldehydy), hydrol�yzou (kyseliny, louhy), dehydratac�� (alkoholy), koagulac�� b��lkovin (al-
koholy, fenoly), zm�enou permeability (detergen�cn�� l�atky).

Z�asady a kyseliny
Siln�e anorganick�e kyseliny a z�asady se pro sv�e toxick�e a agresivn�� �u�cinky pou�z��vaj�� v praxi z�r��dka.
Nap�r. v�apenn�e ml�eko, kyselina borit�a, kyselina peroctov�a, persteril (32{36% roztok kyseliny pe-
roctov�e s 10% H2O2 a 1% H2SO4)

Oxida�cn�� prost�redky
peroxid vod��ku, manganistan draseln�y

Slou�ceniny halogen�u
chlorov�e v�apno, Chloramin B, Dikonit

J�od a jeho slou�ceniny
j�odov�a tinktura, jodofory, Jodonal B, Jodisol

Slou�ceniny t�e�zk�ych kov�u
Famosept, Merfen, Merthiol�at, Thiomersal

Alkoholy
etanol, n-propanol, etylenoxid

Aldehydy
formaldehyd, formalin, glutaraldehyd

Fenolov�e deriv�aty
krezoly, Lysol, Orthosan BF 12

Povrchov�e aktivn�� l�atky
Ajatin, Septonex, Ophthalmo-Septonex
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Ke kontrole �u�cinnosti dezinfekce a sterilizace se pou�z��v�a �rada test�u podle povahy steri-
lizovan�e l�atky a zp�usobu prov�ad�en�� sterilizace nebo dezinfekce, nap�r. pap��rov�e indik�atory nebo
bioindik�atory, st�ery steriln��m vatov�ym tamp�onem.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Petriho misky s MPA, zkumavky s 10 ml MPB

� steriln�� vatov�e ty�cinky, zkumavky, pinzety a destilovan�a voda

� pap��r, alobal, pipety

� UV lampa

� dezinfek�cn�� �cinidla (Savo, Incidur, Ajatin)

Mikroorganizmy

� Pseudomonas 
uorescensCCM 2115T

� Staphylococcus aureusSA 812

� Escherichia coli CCM 3954

� Saccharomyces cerevisiae

� Serratia marcescensCCM 303

� Bacillus cereus CCM 2010

Postup

Vliv doby p�usoben�� UV z�a�ren�� na r�ust mikroorganizm�u

� Pomoc�� vatov�e ty�cinky pe�cliv�e rozet�r��t mikrobi�aln�� kulturu po cel�em povrchu agaru v do-
state�cn�em mno�zstv�� a hustot�e (3 sklen�en�e misky s MPA).

� Misky rozd�elit popisova�cem zespodu na poloviny, um��stit do boxu s UV lampou a odklopit
v���cko. Polovinu ka�zd�e misky zakr�yt alobalem.

� Prvn�� misku oza�rovat 10 sekund, druhou 30 sekund a posledn�� 60 sekund.

� Po oz�a�ren�� misky zakr�yt v���ckem a inkubovat dnem vzh�uru 24 hodin p�ri 30 ° C.

Hodnocen�� : Prohl�ednout agarov�e plotny, v�ysledky zaznamenat. Zhodnotit vliv UV z�a�ren��
na r�ust mikroorganizmu podle jeho d�elky �u�cinku. Zhodnotit i r�ust v zakryt�e �c�asti agarov�e plotny
(kontrola). P�ri jak�e dob�e oza�rov�an�� je znateln�y �ubytek kultury? Byly mikroorganizmy ovlivn�eny
UV z�a�ren��m? Z�avisel tento vliv na druhu mikroorganizmu a na dob�e expozice?
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Vliv doby kontaktu na r�ust mikroorganizm�u

� Do steriln�� zkumavky p�ripravit dezinfek�cn�� prost�redek v koncentraci doporu�cen�e na obalu
v�yrobcem

{ Incidur: 0,5% roztok, celkov�y objem 5 ml, 25 µ l prost�redku a 4,975 ml vody
{ Savo: 100 ml do 3 l, tj. 3,33% roztok, do 4,833 ml pipetovat 166,7µ l Sava
{ Ajatin: 1% roztok

� Misku s MPA rozd�elit na 3 sektory, kter�e ozna�c��me 0; 1 a 10 minut.

� Do sektoru 0 nao�ckovat kulturu vatovou ty�cinkou "h�adkem\ (kontrola).

� Do zkumavky s dezinfek�cn��m prost�redkem p�ridat 500 µ l kultury a prot�repat.

� Ze zkumavky po 1 a 10 minut�ach o�ckovat "h�adkem\ vatovou ty�cinkou do odpov��daj��c��ch
sektor�u na misce.

� Inkubovat 24 hodin p�ri 37 ° C.

Hodnocen�� : Prohl�ednout agarov�e plotny, v�ysledky zaznamenat. Zhodnotit vliv doby p�uso-
ben�� dezinfek�cn�� l�atky na r�ust bakterie. Porovnat hustotu n�ar�ustu. M�a doba p�usoben�� dezinfek�cn��
l�atky vliv na r�ust mikroorganizmu?

Vliv koncentrace na r�ust mikroorganizm�u, stanoven�� minim�aln�� inhibi�cn��
koncentrace

� Steriln�� zkumavky ozna�cit �c��sly 1 a�z 6.

� Do prvn�� zkumavky p�ripravit 2% roztok Inciduru nebo 3% roztok Sava v MPB do celkov�eho
objemu 2 ml (40 µ l Inciduru doplnit 1,960 ml MPB; 60 µ l Sava doplnit 1,940 ml MPB).

� Do dal�s��ch 5 zkumavek pipetovat 1 ml MPB.

� Z prvn�� zkumavky odebrat 1 ml roztoku, pipetovat ho do druh�e zkumavky a prom��chat.

� Postupovat obdobn�e a�z k p�redposledn�� zkumavce (zkumavka 5), z n�� 1 ml odebrat a vypustit
do odpadn�� n�adoby.

� Posledn�� zkumavka (6) neobsahuje �z�adn�y dezinfek�cn�� prost�redek (kontrola r�ustu). Zkumavky
1 a�z 5 obsahuj�� 1 ml roztoku dezinfek�cn��ho �cinidla s klesaj��c�� koncentrac�� v MPB. Koncentrace
prost�redku v ka�zd�e n�asleduj��c�� zkumavce je polovi�cn�� ve srovn�an�� s p�redch�azej��c�� zkumavkou.

� Do ka�zd�e zkumavky nao�ckovat 50 µ l kultury. Inkubovat 24 hodin p�ri 37 ° C.

Hodnocen�� : porovnat r�ust v r�uzn�ych koncentrac��ch dezinfek�cn�� l�atky. Kter�a koncentrace
je dostate�cn�a k inaktivaci dan�e kultury? Je ovlivn�ena minim�aln�� inhibi�cn�� koncentrace dezinfekce
podle bakteri�aln��ho druhu a podle pou�zit�e dezinfekce?
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Zhodnocen�� cvi�cen��

V�ysledky �uloh jsou zobrazeny na obr. 28 a 29.

Obr. 28: P�usoben�� UV z�a�ren�� na r�ust Serratia marcescens(A) a Staphylococcus aureus(B) (archiv
autorek)

Obr. 29: Vliv doby p�usoben�� r�uzn�ych dezinfek�cn��ch l�atek na r�ust B. cereus (A), S. cerevisiae(B),
S. marcescens(C), E. coli (D), S. marcescens(E) a vliv koncentrace dezinfek�cn�� l�atky na r�ust
S. marcescens(F) (archiv autorek)

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Knei
ov�a J., Hodnocen�� baktericidn�� �u�cinnosti dezinfek�cn��ch p�r��pravk�u suspenzn�� mikrome-
todou. �Cs. epidemiol. 1988, 37:97{103.

� Standardn�� metody pro hodnocen�� dezinfek�cn�� �u�cinnosti chemick�ych l�atek. AHEM, p�r��loha
�c. 1, 1985, 1{25.

� Melicher�c��kov�a V., Sterilizace a dezinfekce ve zdravotnictv��. Praha, Grada Publishing, 1998.

Kontroln�� ot�azky

1. Pro�c je p�ri oza�rov�an�� agaru na misce UV sv�etlem nutno odstranit sklen�en�e v���cko?

2. Mnoh�e mikroorganizmy nach�azej��c�� se v prost�red�� jsou zbarven�e. Jakou v�yhodu m�u�ze pig-
ment p�redstavovat pro organizmus?

3. Na �cem z�avis�� �u�cinnost fyzik�aln��ch a chemick�ych prost�redk�u v boji proti mikroorganizm�um?
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4. Vysv�etlete pojem mikrobistatick�y.

5. Vysv�etlete pojem mikrobicidn��.

6. Proch�az�� UV z�a�ren�� alobalem?

7. Kde se m�u�zeme setkat se sterilizac�� UV z�a�ren��m?



12 Vliv n�ekter�ych barviv a alkoholick�ych
n�apoj�u na r�ust bakteri��

C��l cvi�cen��

Stanovit citlivost bakteri�� k barviv�um a alkoholick�ym n�apoj�um. Porovnat �u�cinek l�atek na zm�eny
v charakteru r�ustu (inhibice r�ustu, zm�ena pigmentace) bakteri��.

�Uvodn�� slovo

N�ekter�a organick�a barviva (Tab. 2 a 3) maj�� bakteriostatick�y �u�cinek na grampozitivn�� bakterie
i v koncentrac��ch, kdy gramnegativn�� bakterie je�st�e rostou. Toho se vyu�z��v�a pro p�r��pravu selek-
tivn��ch p�ud u�z��van�ych nap�r. p�ri stanoven�� koliformn��ch bakteri��. Obvykle se p�rid�av�a krystalov�a
nebo gencianov�a violet’, malachitov�a zele�n, metylenov�a mod�r, trypa
avin atd. Selektivn�� l�atky pro
streptokoky jsou nap�r. akridinov�a oran�z, etylov�a violet ’, anil��nov�a a trypanov�a mod�r.

Tab. 2: Vliv m�edi�� s neutr�aln��mi, kysel�ymi a bazick�ymi barvivy (�red�en�� 1:1000) na r�ust bakteri��
(Fung a Miller, 1973, upraveno).

Tab. 3: Vliv anil��nov�ych barviv na r�ust bakteri�� (Krumwiede a Pratt, 1914, upraveno).

Na selektivn��ch p�ud�ach vyr�ustaj�� jen n�ekter�e mikroorganizmy, r�ust ne�z�adouc��ch je na nich
potla�cen (ne v�sak 100% inhibov�an!). Jedn�a se o zv�yhodn�en�� ur�cit�e skupiny mikroorganizm�u, kter�a
by mohla b�yt p�rekryta �ci zamaskov�ana ostatn��mi. Selektivn�� m�edia se skl�adaj�� ze �zivn�eho z�akladu
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a inhibitoru r�ustu - chemik�ali�� (slou�ceniny teluru, selenu, lithia), bazick�ych barviv, l�atek sni�zuj��c��
povrchov�e nap�et�� (�zlu�c, soli �zlu�cov�ych kyselin, deoxychol�at sodn�y), selektivn�e toxick�ych slou�cenin
(azid sodn�y), antibiotik atd. Ne�z�adouc�� mikro
�oru lze inhibovat rovn�e�z kysel�ym nebo z�asadit�ym
charakterem m�edia nebo jeho zv�y�senou osmolalitou (vysok�e koncentrace sol�� �ci sacharid�u).

Rozd��ln�e typy stavby bun�e�cn�e st�eny mikroorganizm�u maj�� za n�asledek odli�snou citlivost
k vybran�ym barviv�um �ci chemick�ym l�atk�am. Slo�zen�� bun�e�cn�e st�eny je pops�ano v kapitole Makro-
skopick�e a mikroskopick�e pozorov�an�� mikroorganizm�u.

Alkoholick�e n�apoje obsahuj�� l�atky, kter�e br�an�� mno�zen�� a r�ustu mikroorganizm�u. Ve v��nu
to jsou t�r��sloviny a 
avonoidy. Mikrobiologickou st�alost v��na ovliv�nuje i s���ren�� v��na a vy�s�s�� obsah
alkoholu. U lihovin je to vysok�y obsah alkoholu (nad 20 %). Pivo m�a n��zk�e pH a obsah alkoholu
je pom�ern�e n��zk�y (0,5{8 %). Nejv�et�s�� vliv na mikrobiologickou stabilitu m�a v pivu chmel a jeho
slo�zky (humulony, lupulony, chmelov�e silice, t�r��sloviny).

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� 1% vodn�y roztok krystalov�e violeti

� steriln�� zkumavky, destilovan�a voda, pipety a Petriho misky

� zkumavky s 18 ml MPA

� pivo, chmelov�e extrakty, v��no, lihoviny

Mikroorganizmy

� Bacillus subtilis CCM 2216

� Serratia marcescensCCM 303

� Escherichia coli CCM 3954

� Micrococcus luteus CCM 169

Postup

Bakteriostatick�e p�usoben�� roztoku krystalov�e violeti

� Na�redit roztok krystalov�e violeti v pom�eru 1:10, 1:100 a 1:1000.

� P�ripravit 4 zkumavky s 18 ml MPA rozva�ren�eho a vytemperovan�eho na 45 ° C.

� Pipetovat 1ml ka�zd�eho �red�en�� barviva zvl�a�st ’ do 4 Petriho misek. Ka�zdou misku zal��t 18 ml
MPA a jemn�e prom��chat.

� Po ztuhnut�� rozd�elit �xem dno misek na �ctvrtiny. Do sektor�u o�ckovat kultury bakteri��.

� Inkubovat p�ri teplot�e 37 ° C po dobu 48 hodin.

� Ode�c��st r�ust bakteri�� (obr. 30) a v�ysledky zapsat do tabulky. Porovnat r�ust gramnegativn��ch
bakteri�� s r�ustem grampozitivn��ch.
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Obr. 30: Vliv krystalov�e violeti na r�ust mikroorganizm�u. Escherichia coli (A), Bacillus subtilis
(B), Serratia marcescens(C), Micrococcus luteus (D) (archiv autorek)

Vliv n�apoj�u na r�ust bakteri��

� P�ripravit zkumavky s 18 ml MPA rozva�ren�eho a vytemperovan�eho na 45 ° C..

� Pipetovat 1 ml ka�zd�eho n�apoje (pivo, v��no, lihoviny, chmelov�y extrakt) zvl�a�st ’ do Petriho
misek. Ka�zdou misku zal��t 18 ml MPA a jemn�e prom��chat.

� Jednu misku p�ripravit pouze s MPA, bude slou�zit jako kontrola r�ustu.

� Po ztuhnut�� rozd�elit �xem dno misek na �ctvrtiny. Do sektor�u o�ckovat kultury bakteri��.

� Inkubovat p�ri 37 ° C po dobu 48 hodin.

� Ode�c��st r�ust bakteri�� (obr. 31) a v�ysledky zapsat do tabulky. Porovnat r�ust gramnegativn��ch
bakteri�� s r�ustem grampozitivn��ch.
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Obr. 31: Vliv n�apoj�u na r�ust mikroorganizm�u. Escherichia coli (A), Bacillus subtilis (B), Serratia
marcescens(C), Micrococcus luteus (D) (archiv autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Do�slo k inhibici r�ustu mikroorganizm�u?

� Byla inhibice r�ustu pouze u n�ekter�e skupiny mikroorganizm�u (grampozitivn��, gramnega-
tivn��)?

� Zm�enily p�ridan�e l�atky v m�ediu charakter r�ustu mikroorganizm�u (vzhled, pigment)?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Fung D. Y. C., Miller R. D., E�ect of dyes on bacterial growth. Appl. Microbiol., 1973,
25:793-799.

� Krumwiede C., Pratt J. S., Further observations on the growth of bacteria on media con-
taining various anilin dyes, with special reference to an enrichment method for typhoid and
paratyphoid bacilli. J. Exp. Med., 1914, 19:501-512.

� Votava M., Kultiva�cn�� p�udy v l�eka�rsk�e mikrobiologii. Nakladatelstv�� Hortus, Brno, 2000,
ISBN 80-238-5058-X.
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Kontroln�� ot�azky

1. V �cem spo�c��v�a rozd��l citlivosti u r�uzn�ych druh�u mikroorganizm�u?

2. �C��m je zaji�st�ena mikrobiologick�a stabilita piva?

3. �C��m je zaji�st�ena mikrobiologick�a stabilita v��na?

4. Co se p�rid�av�a do selektivn��ch m�edi��? Jakou vlastnost m�a dan�a l�atka m��t?



13 Stanoven�� citlivosti mikroorganizm�u
k antibiotik�um, stanoven�� koncentrace an-
tibiotik

C��l cvi�cen��

Stanovit a porovnat citlivost mikroorganizm�u k r�uzn�ym antibiotik�um. Stanovit koncentraci nezn�a-
m�eho vzorku antibiotika.

�Uvodn�� slovo

Antibiotika (ATB) jsou sekund�arn�� metabolity mikroorganizm�u, jsou p�rirozen�e syntetizovan�a pro
potla�cen�� r�ustu konkuren�cn��ch organizm�u. Poskytuj�� v�yhodu p�ri sout�e�zi o ekologickou niku a o sub-
str�at. V prost�red�� pat�r�� mezi nejv�et�s�� producenty ATB vl�aknit�e mikroskopick�e houby, nap�r. Penicil-
lium , Aspergillus, Acremonium ("Cephalosporium\), Paecilomyces, a d�ale vl�aknit�e aktinobakterie.
Vzhledem ke schopnosti p�usobit na r�ust mikrob�u, v�cetn�e patogen�u, jsou ATB vyu�z��v�ana jako
chemoterapeutick�e l�atky.

Prvn��m nalezen�ym ATB byl penicilin produkovan�y pl��sn�� Penicillium chrysogenum (Fle-
ming 1928), n�asledoval streptomycin produkovan�y z�astupci rodu Streptomyces. Mezi bakteri�aln��
producenty ATB pat�r�� pr�av�e aktinobakterie; vybran�� producenti: Streptomyces griseus(streptomy-
cin), S. kanamyceticus(kanamycin), S. erythaeus(erythromycin), S. venezuelae(chloramfenikol),
S. aureofaciens(chlortetracyklin), S. fradiae (neomycin); a ojedin�ele i z�astupci kmene Firmicutes,
jako nap�r. Bacillus subtilis (bacitracin), Paenibacillus polymyxa(polymyxin).

Antimikrobi�aln�� l�atky pat�r�� spolu s dezinfek�cn��mi prost�redky mezi chemick�e metody kont-
roly mikrobi�aln��ho r�ustu. Mezi antimikrobi�aln�� l�atky pat�r�� i antiparazitika, antimykotika, antivi-
rotika, antituberkulotika. V praxi se vyu�z��vaj�� p�rirozen�a �ci modi�kovan�a ATB.

Podle spektra �u�cinku rozezn�av�ame �uzko{ a �sirokospektr�a ATB pod�avan�a lok�aln�e, or�aln�e
nebo injek�cn�e. Pou�z��vaj�� se i jejich kombinace (nap�r. p�ri sm���sen�ych infekc��ch). Antimikrobi�aln��
l�atky jsou pou�z��v�any s ohledem na bakteri�aln�� druh, pH, rozpustnost, toxicitu a cenu. P�ri rozho-
dov�an�� o nejvhodn�ej�s�� kombinaci ATB by m�el l�eka�r p�rihl���zet k anamn�eze pacienta.

Vedlej�s��mi �u�cinky ATB b�yv�a jejich toxick�a aktivita (ledviny, j�atra, placenta) a propuknut��
sekund�arn�� infekce po�skozen��m vlastn�� mikro
�ory. D�ule�zit�ymi krit�erii pro zhodnocen�� �u�cinku anti-
mikrobi�aln�� l�atky je jej�� koncentrace, doba kontaktu a je{li pro bakterii let�aln�� (baktericidn��) nebo
zp�usobuje pouze p�rechodnou inhibici r�ustu (bakteriostatick�a).

Mechanizmy �u�cinku ATB

Inhibice proteosynt�ezy konkuren�cn��ho kmene br�an�� iniciaci proteosynt�ezy, interferuje s translac��
vazbou na ribozom, br�an�� vazb�e peptidylov�e tRNA na peptidylov�e m��sto (P{m��sto), br�an�� elon-
gaci polypeptidu na 30S nebo 50S podjednotce ribozomu, nap�r. aminoglykosidy, makrolidy, tetra-
cykliny, linkosamidy, amfenikoly, kyselina fusidov�a.

Ovlivn�en�� synt�ezy DNA a RNA vyv�az�an��m podjednotky DNA gyr�azy, bran�� transkripci
vyv�az�an��m RNA polymer�azy, interference s bakteri�aln�� DNA a RNA, baktericidn��, nap�r. sulfona-
midy, diaminopyrimidiny, chinolony, rifampicin.

Antibiotika pro inhibici propustnosti cytoplazmatick�e membr�any jsou baktericidn��,
nap�r. polypeptidy, antimykotika polyenov�eho charakteru.
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P�usoben�� na synt�ezu bun�e�cn�e st�eny , na synt�ezu peptidoglykanu, ovliv�nuje baktericidn�e
pouze rostouc�� bu�nky inhibic�� tvorby vazeb peptidoglykanu, bran�� pohybu prekurzor�u peptidogly-
kanu, nap�r. � {laktamy, glykopeptidy (penicilin, cefalosporin, vankomycin, teikoplanin, bacitracin,
cykloserin, fosfomycin).

Antagonizmus a kompetitivn�� inhibice , p�usoben�� na synt�ezu kyseliny listov�e, trimeto-
prim, dapson, izoniazid.

Infek�cn�� onemocn�en�� jsou celosv�etov�e zodpov�edn�a za p�ribli�zn�e 40 % v�sech �umrt�� i vzhle-
dem k nar�ustaj��c�� rezistenci patogen�u v�u�ci ATB. Rezistentn�� kmeny bakteri�� maj�� schopnost
nep�rij��mat (absence receptor�u, e
uxn�� syst�emy), �st�epit, inaktivovat (nap�r. � {laktam�aza inakti-
vuje � {laktamov�a ATB) a vylu�covat ATB, modi�kovat c��lov�e struktury (metylace rRNA) anebo
modi�kovat enzymatickou dr�ahu.

Rezistence m�u�ze b�yt prim�arn��, kter�a vypl�yv�a z p�rirozen�ych vlastnost�� a funkc�� bu�nky
(chyb�ej��c�� receptor, transportn�� syst�em �ci c��lov�e m��sto p�usoben�� ATB), a sekund�arn��, z��skan�a, kter�a
je zp�usobena spont�ann��mi zm�enami v genomu mutacemi �ci p�renosem genetick�e informace plazmi-
dem �ci transdukc��. Sekund�arn�� rezistenci p�risp��v�a nevhodn�e zach�azen�� s ATB. Rezistentn�� bakterie
jsou kr�atce p�r��tomny v n��zk�e frekvenci (frekvence v�yskytu mutantn��ch kmen�u pro danou vlast-
nost je stabiln�e 10�� 8), ale vzhledem k horizont�aln��mu p�renosu plazmid�u konjugac�� a rychl�emu
mno�zen�� bun�ek s plazmidem (vertik�aln�e = na potomstvo) frekvence rychle roste. K �s���ren�� rezistence
p�risp��vaj�� i chovatel�e zv���rat a preventivn�� pod�av�an�� ATB zv���rat�um.

Boj proti �s���ren�� bakteri�aln��ch rezistenc�� prob��h�a v mnoha oblastech: zp�r��sn�en�� hygienick�ych
a epidemiologick�ych opat�ren��, omezen�� pod�av�an�� ATB u zv���rat pouze na z�ava�zn�e infekce, do-
hled nad pod�av�an��m a u�z��v�an��m ATB. D�uraz se klade i na evidenci a kontrolu nozokomi�aln��ch
infekc�� a informovanost l�eka�r�u i nemocn�ych. Podle odhad�u jsou ATB pod�av�ana �casto zbyte�cn�e
nebo chybn�e (virov�e infekce, l�e�cba neinfek�cn��ch chorob, neracion�aln�� st�r��d�an�� �rady ATB, p�red�casn�e
pod�av�an�� ATB posledn�� generace, ustupov�an�� po�zadavk�um pacient�u, p�red�casn�e ukon�cen�� u�z��v�an��
ATB).

S�am Fleming varoval p�red nespr�avn�ym u�z��v�an��m penicilinu. Postupn�ym zvy�sov�an��m jeho
koncentrace se mu poda�rilo z��skat zna�cn�e odoln�e bakterie. Jeho obavy se splnily u�z v roce 1945,
kdy byly pozorov�any pneumonie a �soky vyvolan�e na penicilin rezistentn��mi kmeny Staphylococcus
aureus. V roce 1966 pak bylo u�z 35 %S. aureus pln�e odoln�ych k meticilinu. V roce 1967 byla
zaznamen�ana i rezistence pneumokok�u. V polovin�e 70. let v Japonsku zjistili, �ze 62 % strepto-
kok�u skupiny A z��skalo rezistenci na erytromycin. Fluorochinolony zaveden�e v roce 1980 zab��jely
zprvu 95 % na meticilin rezistentn��ch stafylokok�u, ale za pouh�y rok k nim z��skalo rezistenci 80 %
stafylokok�u. V posledn��m desetilet�� se objevily rezistentn�� kmeny Escherichia coli, klebsiel, entero-
kok�u, Proteus mirabilis, mykobakteri��, salmonel i dal�s��ch bakteri�� a jejich v�yskyt se trvale zvy�suje.
V sou�casnosti existuj�� bakteri�aln�� kmeny odoln�e k v��ce ATB z�arove�n, tzv. multirezistentn�� kmeny.

D�ule�zitou roli sehr�avaj�� pr�uzkumy a monitorov�an�� rezistentn��ch kmen�u v r�amci projektu
EARS{Net (Europen Antimicrobial Resistance Surveillance Network), kter�y sb��r�a, analyzuje a sd��l��
data. V �CR na projektu spolupracuje mnoho nemocnic a zdravotnick�ych za�r��zen��, kter�e maj��
vysp�el�y syst�em monitorov�an�� rezistenc�� na ATB. Mezi probl�emov�e rody v �CR s �cetn�ymi rezisten-
cemi pat�r�� nap�r. rody Escherichia, Salmonela, Pseudomonas, Staphylococcus, Enterococcus, Myco-
bacterium, n�ekter�e kmeny jsou nav��c multirezistentn��. Rezistence z�avis�� do jist�e m��ry na selek�cn��m
tlaku ATB, kdy bakterie mobilizuje plazmid s geny pro rezistenci. Funk�cn�� operon se vym�en�� za
jin�y a doch�az�� k p�red�an�� plazmidu horizont�aln�� cestou i mezi r�uzn�ymi rody.

V sou�casnosti prob��h�a v�yzkum biosynt�ezy nov�ych, zejm�ena hybridn��ch ATB pomoc�� ge-
nov�eho in�zen�yrstv�� a kombinatori�aln�� biochemie. Alternativou pou�zit�� antibiotik je f�agov�a terapie
s c��len�ym �u�cinkem na p�r��tomn�eho patogena. P�ri f�agov�e terapii nedoch�az�� k ovlivn�en�� p�rirozen�e
mikro
�ory jako u v�et�siny ATB.

Z hlediska aplikace v hum�ann�� nebo veterin�arn�� medic��n�e je d�ule�zit�e ur�cit citlivost mikro-
organizmu k aplikovan�e l�atce, co�z napom�ah�a jeho identi�kaci. Souhrn test�u citlivosti na ATB se
naz�yv�a antibiogram. U v�sech mikrobiologick�ych metod je nutno zachov�avat stejnou dobu a tep-
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lotu kultivace pro dan�y mikroorganizmus a testovanou l�atku. Proto�ze citlivost dif�uzn��ch metod je
z�avisl�a p�redev�s��m na dif�uzi testovan�e l�atky v agarov�e vrstv�e, je nutno p�ri jej�� p�r��prav�e dodr�zet
n�ekter�e podm��nky: konstantn�� hustotu a vlhkost agaru, stejnou tlou�st ’ku agaru, p�r��pravu agaru
s absolutn�e rovn�ym povrchem. Pro testov�an�� citlivosti k ATB se standardn�e vyu�z��v�a Mueller{
Hinton agar , kter�y je bohat�y na �ziviny, m�a ni�z�s�� obsah ztu�zovadla a standardn�� dif�uzn�� schopnost.
Krom�e stanoven�� citlivosti k ATB se Mueller{Hinton agar vyu�z��v�a pro izolaci rod�u Neisseria a Mo-
raxella.

Pro stanoven�� koncentrace l�atek, kter�e inhibuj�� nebo stimuluj�� r�ust mikroorganizm�u, se
vyu�z��vaj�� metody z�red ’ovac��, nefelometrick�e, titrimetrick�e a dif�uzn��.

Nejni�z�s�� koncentrace antimikrobi�aln�� l�atky, p�ri kter�e je�st�e nepozorujeme bakteri�aln�� r�ust,
se naz�yv�a minim�aln�� inhibi�cn�� koncentrace (MIC) antibiotika. Vyjad�ruje mno�zstv�� ATB
(g/ml, mg/l), kter�e �upln�e potla�c�� r�ust kmene p�estovan�eho in vitro . MIC je mo�zn�e ur�cit pomoc��
kvantitativn�� z�red ’ovac�� metody, kter�a se prov�ad�� ve zkumavce nebo na mikrotitra�cn�� desti�cce.
Za citliv�y se pova�zuje kmen, jeho�z MIC je 2{4 � men�s�� ne�z koncentrace dosahovan�a terapeuticky
v krvi. Za rezistentn�� se pova�zuje kmen, kter�y se mno�z�� p�ri koncentraci ATB v�yrazn�e vy�s�s��, ne�z je
pr�um�ern�a MIC u kmen�u t�eho�z druhu.

Dif�uzn�� stanoven�� citlivosti k ATB (kvalitativn�� test) se d�el�� dle zp�usobu nan�a�sen�� testovan�e
l�atky. Kapkov�e metody, kdy se l�atka kape na povrch tuh�eho m�edia. Diskov�e metody vyu�z��vaj��
disky �ltra�cn��ho pap��ru, kter�e jsou nasyceny testovanou l�atkou a kladou se na agarov�e plotny
(rutinn�� testov�an�� citlivosti patogenn��ch mikroorganizm�u na ATB). P�ri kom��nkov�e metod�e se do
agarov�e vrstvy vtla�cuj�� kom��nky ze skla, porcel�anu nebo nerezav�ej��c�� oceli (ne a�z na dno, stejn�e
hluboko) a do nich se pipetuj�� roztoky testovan�ych l�atek. Jamkov�a metoda vyu�z��v�a jamek vyhlou-
ben�ych korkovrtem p�r��mo do agarov�e vrstvy, do kter�ych se pipetuj�� testovan�e l�atky. Kvantitativn��
dilu�cn�� E{test sest�av�a z prou�zkov�eho nosi�ce napu�st�en�eho klesaj��c�� koncentrac�� ATB. Sleduje se
projasn�en�� n�ar�ustu ve tvaru hru�skovit�e z�ony citlivosti na ATB a hodnota MIC.

Postup stanoven�� citlivosti k antibiotik�um dif�uzn��m testem { diskov�a me-
toda

Stanoven�� citlivosti se nej�cast�eji prov�ad�� pomoc�� kvalitativn��ho dif�uzn��ho testu v agarov�em m�ediu.
Inokulum o hustot�e 0,5 McF se rovnom�ern�e rozet�re po povrchu agaru a potom se na rozt�er apli-
kuj�� pap��rov�e disky napu�st�en�e ATB (komer�cn�e dod�avan�e, napu�st�en�e de�novan�ym mno�zstv��m).
D�ule�zitou informac�� je rovn�e�z koncentrace ATB uveden�a na ka�zd�em disku.

B�ehem kultivace difunduje l�atka z disku horizont�aln�e do okoln��ho agaru v koncentra�cn��m
gradientu. �U�cinn�a l�atka se projev�� vytvo�ren��m kruhov�e, tzv. inhibi�cn�� z�ony kolem disku. Citlivost
mikroorganizmu k testovan�e l�atce se ur�c�� z velikosti inhibi�cn�� z�ony. Velikost z�ony je ovlivn�ena
schopnost�� antimikrobi�aln�� l�atky difundovat agarem a rychlost�� r�ustu mikroorganizmu. Hrani�cn��
hodnota rezistence je individu�aln�� pro ka�zd�y mikrobi�aln�� druh a dan�e ATB. Spr�avnost testu je
kontrolov�ana za pomoci standardn��ch bakteri�aln��ch kmen�u. Za dodr�zen�� p�resn�ych podm��nek, tzn.
kvality agaru, pH, koncentrace iont�u, velikosti inokula jsou pr�um�ery inhibi�cn��ch z�on srovnateln�e
s hodnotami MIC (semikvantitativn�� metoda).

Stanoven�� koncentrace ATB

Pro stanoven�� koncentrace l�atky inhibuj��c�� r�ust bakteri�aln��ho kmene m�u�zeme vyu�z��t dif�uzn�� jamko-
vou metodu. Z kalibra�cn�� p�r��mky se stanov�� nezn�am�a koncentrace vzork�u ATB. Hodnoty pro sesta-
ven�� kalibra�cn�� p�r��mky vych�az�� ze zn�am�e velikosti z�on m�e�ren�ych na n�ekolika misk�ach se zn�amou
koncentrac�� testovan�eho ATB. Z�ony se vytv�a�r�� kolem 4 jamek, do kter�ych byl pipetov�an roz-
tok ATB o zn�am�e koncentraci. Z hodnot pr�um�er�u inhibi�cn��ch z�on se standardn��mi roztoky se
sestroj�� kalibra�cn�� p�r��mka (z�avislost pr�um�eru z�ony v mm na logaritmu koncentrace). V�yhodou
jamkov�e metody je, �ze nemus�� b�yt dodr�zov�any steriln�� podm��nky p�ri pr�aci s testovanou l�atkou,
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dif�uze �u�cinn�e l�atky nen�� podstatn�e ovliv�nov�ana ostatn��mi l�atkami a metoda je dostate�cn�e rychl�a
a citliv�a. Nev�yhodou je pracn�a p�r��prava jamek a nebezpe�c�� p�relit�� testovan�e l�atky p�ri manipulaci
s miskami.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Petriho misky s Mueller{Hintonov�ym agarem

� L{kli�cka (hokejka), pinzeta, korkovrty, skalpely

� Antimikrobi�aln�� disky, standardy a testovan�e vzorky oxacilinu

� Automatick�a pipeta, steriln�� �spi�cky, prav��tko

� ATB: vankomycin { 30 µ g (glykopeptidy), rifampicin { 5 µ g (ansamyciny), chloramfenikol
{ 30 µ g (amfenikoly), cefalotin { 30 µ g (cefalosporiny I. generace), nitrofurantoin { 100 µ g,
oxacilin { 1 µ g (isoxazolylpeniciliny, penicilin�aza rezistentn��), tetracyklin { 30 µ g (cykliny),
ko{trimoxazol { 25 µ g (sulfonamidy s potencovan�ym antimikrobn��m �u�cinkem), penicilin {
10 MJ (� -laktamy, dipeptidy)

MJ (mezin�arodn�� jednotka; IU = International Unit) je m�ern�a jednotka pro mno�zstv�� �u�cinn�e l�atky,
zalo�zen�a nikoli na hmotnosti, n�ybr�z na nam�e�ren�em biologick�em p�usoben�� nebo �u�cinku

Mikroorganizmy

� Micrococcus luteus CCM 169

� Staphylococcus saprophyticussubsp.saprophyticus CCM 2354

� Bacillus cereus CCM 2010

� Proteus vulgaris CCM 1799

� Escherichia coli CCM 3954

� Staphylococcus aureusNCTC 8511

� Providencia rettgeri CCM 5618

Postup

Stanoven�� citlivosti mikroorganizmu k ATB { diskov�a dif�uzn�� metoda

� Na povrch Mueller{Hinton agaru pipetovat 0,2 ml bujonov�e kultury a rozet�r��t steriln�� L{
kli�ckou.

� Na misku steriln�e pomoc�� jehly rozlo�zit 4 testovac�� disky s ATB v dostate�cn�e vzd�alenosti
od sebe a od kraje misky.

� Inkubovat 24{36 hodin p�ri 37 ° C.
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Hodnocen��

� Pozorovat r�ust mikroorganizmu kolem ATB disk�u (obr. 32).

� M�e�rit velikost inhibi�cn��ch z�on jako d�elku �use�cek pr�um�er�u z�ony m�e�ren�ych ve dvou na sebe
kolm�ych sm�erech (velikost disku je v hodnocen�� zapo�c��t�ana).

� Vypo�c��tat aritmetick�y pr�um�er a stanovit citlivost: necitliv�y mikroorganizmus (inhibi�cn�� z�ona
do 11 mm), citliv�y mikroorganizmus (inhibi�cn�� z�ona 11{17 mm), velmi citliv�y mikroorgani-
zmus (inhibi�cn�� z�ona nad 17 mm).

Pozn. Zm��n�en�e rozsahy inhibi�cn��ch z�on pro ur�cen�� citlivosti kmene jsou pouze orienta�cn��. V praxi
se v�ysledky ode�c��taj�� za pomoci st�ale aktualizovan�ych tabulek, kter�e uv�ad�� velikost z�on citlivosti
ur�cit�eho ATB pro dan�y druh. D�uvodem aktualizac�� tabulek je vzr�ustaj��c�� rezistence k ATB.

Obr. 32: Stanoven�� citlivosti bakteri�� k ATB diskovou metodou, M. luteus (A), S. aureus (B,
C), B. cereus (D); vankomycin (VAN), chloramfenikol (CMP), ampicilin (AMP), cefalotin (CLT),
nitrofurantoin (FUR), tetracyklin (TET), ko{trimoxazol (COT), penicilin (PEN) (archiv autorek)
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Stanoven�� koncentrace oxacilinu dif�uzn�� jamkovou metodou

� Rozva�rit Mueller{Hinton agar (15 ml ve zkumavk�ach) a temperovat na 45 ° C.

� Do zkumavek o�ckovat 0,5 ml inokula S. aureus NCTC 8511.

� Obsah zkumavek prom��chat, vyl��t do steriln��ch misek a nechat utuhnout na rovn�e podlo�zce.

� P�ripravit standardn�� �radu �red�en�� oxacilinu, �redit v destilovan�e vod�e na koncentrace: 250;
125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81µ g/ml.

� Po utuhnut�� agaru vyhloubit korkovrtem a skalpelem na misk�ach 4 jamky; korkovrt a skalpel
sterilizovat o�zehnut��m po namo�cen�� v etanolu. Vyhlouben�e kousky agaru odkl�adat do Pet-
riho misky (k likvidaci, obsahuj�� S. aureus). Korkovrt a skalpel je nutn�e po skon�cen�� pr�ace
sterilizovat.

� Misky popsat, na 1 misce je v�zdy 1 standardn�� koncentrace nebo 1 testovan�y vzorek.

� Do ka�zd�e jamky pipetovat 40 µ l roztoku ATB, v�zdy roztok jedn�e koncentrace na misku. Je
t�reba pipetovat i p�remist ’ovat misky opatrn�e, aby roztoky nep�ret�ekaly p�res okraje jamek.

� Inkubovat 24 hodin p�ri 37 ° C.

Hodnocen��

� Zm�e�rit pr�um�ery z�on ve dvou na sebe kolm�ych sm�erech.

� Pro ka�zdou z�onu vypo�c��tat pr�um�ernou hodnotu, ze 4 z�on na misce vypo�c��tat pr�um�ernou
hodnotu pro danou koncentraci.

� Z hodnot standardn��ch roztok�u (obr. 33) sestrojit kalibra�cn�� p�r��mku v MS Excel (z�avislost
pr�um�eru z�ony v mm na logaritmu koncentrace oxacilinu).

� Z kalibra�cn�� p�r��mky (rovnice regrese) stanovit koncentraci nezn�am�ych vzork�u ( µ g/ml).

� V protokolu bude uvedeno ozna�cen�� vzorku a jeho koncentrace.
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Obr. 33: Standardn�� �rada �red�en�� ATB (oxacilin) na Mueller{Hinton agaru a velikost inhibi�cn��ch
z�on u kmene S. aureus NCTC 8511 (archiv autorek)

Stanoven�� antagonist�u { p�rirozen�ych producent�u antibiotik

� Na povrch agarov�e plotny s Mueller{Hinton agarem o�ckovat v jednom pruhu pravd�epodobn�eho
producenta antimikrobi�aln��ch l�atek ( Streptomyces, B. subtilis, P. polymyxa nebo S. mar-
cescens), viz. obr. 34.

� Kolmo k producentovi o�ckovat v pruz��ch testovan�e kmeny bakteri��.

� Inkubovat 24{36 hodin p�ri 37 ° C.

� Vyhodnotit, zda do�slo k inhibici r�ustu testovan�ych kmen�u bakteri��.

Obr. 34: O�ckov�an�� pravd�epodobn�eho producenta antimikrobi�aln��ch l�atek (P) a testovan�ych kmen�u
(archiv autorek)
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� Porovnat citlivost mikroorganizm�u k r�uzn�ym ATB, je citlivost r�uzn�ych druh�u k jednomu
ATB stejn�a?

� Je stejn�y �u�cinek jednoho ATB na r�uzn�e mikroorganizmy?

� Poda�rilo se sestrojit kalibra�cn�� p�r��mku a ur�cit koncentraci nezn�am�eho vzorku antibiotika?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Greenwood D., Slack R. C. B., Peuthere a kol., L�eka�rsk�a mikrobiologie. GRADA Publishing,
1999, ISBN 80{7169{365{0.

� Votava M., Kultiva�cn�� p�udy v l�eka�rsk�e mikrobiologii. Nakladatelstv�� Hortus, Brno, 2000,
ISBN 80{238{5058{X.

� Ur�cov�an�� citlivosti a rezistence bakteri�aln�� kultury k antibakteri�aln��m l�atk�am (zdroj: http:
//fvl2.vfu.cz/sekce ustavy/mikrobiologie/obrazova priloha/mikrob/6.html; 2. 3. 2016)

� Nov�a l�atka kl���cem ke stovk�am antibiotik (zdroj: http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-
klicem-ke-stovkam-antibiotik/; 2. 3. 2016)

� Nouza K., Nouza M., Antibiotika { hroz�� konec �ery? Medic��na 3, VI, 1999. (zdroj: http:
//www.zdrava-rodina.cz/med/med399/med399 42.html)

� Eropean Antimicrobial Resistance Surveillance Network (http://ecdc.europa.eu/en/activities/
surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx, 3. 3. 2016)

Kontroln�� ot�azky

1. Jak�e jsou mechanizmy rezistence bakteri�� na antibiotika?

2. Je antibiotikum produkt prim�arn��ho metabolizmu? K �cemu je bakteri�aln�� bu�nce v prost�red��
prosp�e�sn�e?

3. Vysv�etlete pojem inhibi�cn�� z�ona.

4. �C��m se li�s�� antibiotikum od chemoterapeutika?

5. K �cemu se pou�z��v�a diskov�a dif�uzn�� metoda a jak�y je jej�� postup?

6. Jak se naz�yv�a m�edium pou�z��van�e pro testov�an�� citlivosti na ATB?

7. Pro�c se p�ri stanoven�� koncentrace antibiotika p�ripravuje �red��c�� �rada tohoto antibiotika?

8. Co je to MIC?

http://fvl2.vfu.cz/sekce_ustavy/mikrobiologie/obrazova_priloha/mikrob/6.html
http://fvl2.vfu.cz/sekce_ustavy/mikrobiologie/obrazova_priloha/mikrob/6.html
http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-klicem-ke-stovkam-antibiotik/
http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-klicem-ke-stovkam-antibiotik/
http://www.zdrava-rodina.cz/med/med399/med399_42.html
http://www.zdrava-rodina.cz/med/med399/med399_42.html
http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx
http://ecdc.europa.eu/en/activities/surveillance/EARS-Net/Pages/index.aspx
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C��l cvi�cen��

� D�ukaz produkce antibakteri�aln��ch l�atek { bakteriocin�u.

�Uvodn�� slovo

Bakteriociny p�redstavuj�� skupinu mikrobi�aln��ch protein�u charakteristick�ych �uzk�ym spektrem �u�cin-
nosti. Produkce bakteriocin�u zv�yhod�nuje bakterie v jejich �zivotn��m prost�red��. Umo�z�nuje eliminovat
ostatn�� bakterie stejn�eho nebo bl��zce p�r��buzn�eho druhu, se kter�ymi by soupe�rily o spole�cn�e ener-
getick�e zdroje. V sou�casnosti jsou de�novan�e 3 z�akladn�� skupiny bakteriocin�u gramnegativn��ch
bakteri�� - koliciny, mikrociny a korpuskul�arn�� bakteriociny.

Koliciny jsou vysokomolekul�arn�� proteiny (25{80 kDa) produkovan�e Escherichia coli a ji-
n�ymi druhy z �celedi Enterobacteriaceae. Mikrociny jsou n��zkomolekul�arn�� l�atky (do 10 kDa) pep-
tidov�e povahy, produkovan�e z�astupci �celed�e Enterobacteriaceae. V sou�casnosti je detailn�e charak-
terizovan�ych 25 typ�u kolicin�u a 12 typ�u mikrocin�u. Mikrociny se od kolicin�u li�s�� �sir�s��m spektrem
�u�cinku, vy�s�s�� stabilitou k extr�emn��mu pH, teplot�e a vy�s�s�� rezistenc�� k prote�az�am. Koliciny jsou
k�odov�any plazmidov�e zat��mco mikrociny mohou b�yt k�odov�any na plazmidu �ci chromozom�aln�e.
Korpuskul�arn�� bakteriociny jsou vysokomolekul�arn�� �c�astice podobn�e f�agov�emu bi�c��ku (phage tail-
like bacteriocins). V�yskyt korpuskul�arn��ch bakteriocin�u byl pozorovan�y nap�r. u druh�u Budvicia
aquatica, Pseudomonas aeruginosaa Pragia fontium .

P�redpokl�ad�a se, �ze bakteriociny produkovan�e E. coli mohou p�usobit jako probiotika a an-
tibiotika. �Casto pou�z��van�ym probiotick�ym kmenem je nepatogenn�� kmen E. coli Nissle 1917,
producent mikrocin�u H47 a M. Tento kmen byl izolovan�y n�emeck�ym bakteriologem Alfredem
Nisslem v obdob�� 1. sv�etov�e v�alky. Pou�z��val se jako ochrana voj�ak�u p�red infek�cn��mi pr�ujmy.
V sou�casnosti je aktivn�� l�atkou probiotika Muta
or ® . U novorozenc�u, kter�ym byl aplikovan�y
kmen Nissle 1917, do�slo k v�yrazn�emu zv�y�sen�� hladiny imunoglobulin�u IgA a IgM v krevn��m s�eru
a �ltr�atu stolice, rovn�e�z do�slo ke zv�y�sen�� hladiny IgA ve slin�ach. P�ri studiu nespeci�ck�eho imu-
nitn��ho syst�emu na my�s��ch do�slo ke zv�y�sen�� sekre�cn��ch schopnost�� makrof�ag�u, stoupla tvorba in-
terleukinu 6, kysl��kov�ych radik�al�u a byla zji�st�ena zv�y�sen�a produkce faktoru n�adorov�e nekr�ozy
po indukci makrof�ag�u kmenem Nissle 1917. Probiotikum Muta
or ® se pou�z��v�a p�ri l�e�cb�e po-
ruch tlust�eho st�reva { pr�ujmy, z�acpa, meteorizmus, chronick�a onemocn�en�� st�reva, nap�r. ulcer�ozn��
kolitida a Crohnova choroba, alergie, ekz�emy atd.

U�z��v�an�� probiotik vede k aktivaci obranyschopnosti organizmu. �U�cinek kmene Nissle 1917
a t��m p�adem i �u�cinek produkce mikrocin�u H47 a M byl vyzkou�sen�y i na adherentn�e invazivn��ch
E. coli (AIEC) kmenech izolovan�ych z biopsi�� pacient�u trp��c��ch Crohnovou chorobou. Tento kmen
v�yrazn�e sni�zoval schopnost AIEC kmen�u adherovat a invadovat do epiteli�aln��ch bun�ek a doporu�cuje
se jeho u�z��v�an�� p�ri terapii chronick�ych onemocn�en�� st�rev.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Indik�atorov�y kmen { E. coli K12 { ROW

� 1,2 % TYEA (8 g enzymatick�eho lyz�atu kaseinu, 5 g kvasni�cn�eho extraktu, 5 g NaCl, 1 l
H2O, 12 g agaru)

� MPA (28 g agaru, 1 l H2O)
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� Chloroform

Mikroorganizmy

� Escherichia coli { izol�aty ze st�rev �clov�eka

Postup

� Kmeny E. coli o�ckovat vpichem do agaru (12 vpich�u/kmen�u na misku).

� Lze vyu�z��t z�akladn�� 1,2 % TYEA, 1,2 % TYEA agar s mitomycinem C (indikace SOS od-
pov�edi, zv�y�sen�� produkce n�ekter�ych typ�u bakteriocin�u), 1,2 % TYEA s trypsinem (rozklad
bakteriocin�u proteinov�eho charakteru) nebo MPA (m�edium s m�alo �zivinami, zv�y�sen�� pro-
dukce n�ekter�ych typ�u bakteriocin�u).

� Kultivace 48 hodin p�ri 37 ° C.

� Inaktivovat kmeny p�rid�an��m chloroformu pro uvoln�en�� bakteriocin�u do m�edia. Na v���cko
misky um��stit buni�citou vatu, pipetovat 1 ml chloroformu a nechat p�usobit 30 minut.

� Do 3 ml 0,66 % TYEA temperovan�eho na teplotu zhruba 45 ° C p�ridat 100 µ l indik�atorov�e
kultury.

� M�edium s usmrcen�ymi kmeny p�rel��t 3 ml 0,66 % TYEA temperovan�eho na teplotu zhruba
45 ° C a nechat ztuhnout.

� Kultivovat 24 hodin p�ri 37 ° C.

� Na z�aklad�e tvorby inhibi�cn��ch z�on odli�sit kmeny, kter�e produkuj�� bakteriociny (obr. 35).

Obr. 35: Tvorba inhibi�cn��ch z�on u E. coli produkuj��c��ch bakteriociny, ke kter�ym je indik�atorov�y
kmen citliv�y (archiv autorek)
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� Do�slo k produkci (tzn. tvorb�e inhibi�cn��ch z�on) u v�sech kmen�u?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Micenkov�a L., Bactericinogeny in pathogenic and commensalEscharichia coli strains. Di-
zerta�cn�� pr�ace, MU Brno, 2016.

� Micenkov�a L., Molekul�arna typiz�acia bakterioc��nov z l ’udsk�ych kme�nov E. coli . Diplomov�a
pr�ace, MU Brno, 2011.

Kontroln�� ot�azky

1. Co je p�redpokladem vhodn�eho indik�atorov�eho kmene?

2. Kter�e typy bakteriocin�u zn�ate?

3. Jak�y maj�� bakteriociny v�yznam pro bakterii �zij��c�� ve st�rev�e?

4. Pro�c je nutn�e produk�cn�� bakterie usmrtit?



15 Pr�ukaz a izolace n�ekter�ych p�udn��ch
mikroorganizm�u

C��l cvi�cen��

Izolace a pr�ukaz 3 skupin mikroorganizm�u ( Azotobacter, Clostridium , celulolytick�e bakterie) ze
vzorku p�udy pomoc�� selektivn��ch podm��nek kultivace.

�Uvodn�� slovo

P�ri hodnocen�� kvalitativn��ho �ci kvantitativn��ho zastoupen�� mikroorganizm�u v p�ud�e zva�zujeme cha-
rakteristiku zkouman�eho vzorku p�udy (�urodnost, mno�zstv�� humusu, textura, mno�zstv�� kysl��ku,
kyselost p�udy, pro�l p�udy a hloubka odb�eru). V�et�sina mikroorganizm�u �zije v hloubce do 10 cm.
V jednom gramu p�udy je p�r��tomno n�ekolik bilion�u bun�ek. Prok�azat je m�u�zeme in situ detekc��
(
uorescence, nukleotidov�e sondy) anebo kultiva�cn�e podle n�ekter�ych jejich charakteristick�ych me-
tabolick�ych aktivit: �xace dus��ku, oxidace s��ry, redukce s��ran�u, rozklad mo�coviny, celul�ozy atd.
Prepar�at p�ripraven�y z p�udn��ho extraktu dopl�nuje informaci o morfologii a barvitelnosti bun�ek
z�astupc�u spole�censtva.

Mezi b�e�znou p�udn�� mikro
�oru n�ale�z�� bakterie rodu Agrobacterium, Arthrobacter , Bacillus,
Clostridium , Nocardia, Pseudomonas, Serratia, Streptomycesa tak�e �rada vl�aknit�ych hub ( Asper-
gillus, Fusarium, Mucor, Penicillium , Rhizopus). N�ekter�e mohou b�yt patogeny rostlin i �zivo�cich�u
(Actinomyces, Clostridium , Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Rhodo-
coccus, Streptomyces). V p�r��rod�e se mikroorganizmy vyskytuj�� v �cist�ych kultur�ach v�yjime�cn�e,
vytv�a�rej�� mikrobi�aln�� spole�censtva. Za norm�aln��ch podm��nek (neutr�aln�� pH, nadbytek �zivin, do-
statek vody) se v prost�red�� vyskytuje zna�cn�y po�cet mikrobi�aln��ch druh�u v pr�um�ern�em mno�zstv��.
V p�ud�ach ur�cit�eho charakteru p�reva�zuje ur�cit�a skupina bakteri��, nap�r. zamok�ren�e p�udy pod-
poruj�� r�ust anaerob�u, termo�ln�� bakterie se vyskytuj�� hlavn�e v kompostu a v kysel�ych p�ud�ach
p�revl�adaj�� vl�aknit�e houby. V extr�emn��ch podm��nk�ach je p�r��tomno m�en�e druh�u a v��ce jedinc�u jed-
noho odoln�eho druhu. Dominantn�� druh se v populaci vyskytuje s vy�s�s�� hodnotou CFU/g ne�z
druhy ostatn��. Spole�censtvo mikroorganizm�u je otev�ren�y a dynamick�y syst�em.

Winogradsky vymezil dv�e z�akladn�� skupiny bakteri�� podle kulminuj��c��ho po�ctu jejich z�astup-
c�u v z�avislosti na zdroj��ch �zivin. Autochtonn�� bakterie - p�rirozen�e organizmy, kter�e jsou po
cel�e ro�cn�� obdob�� zastoupeny v relativn�e vysok�em a konstantn��m po�ctu nez�avisle na mno�zstv��
�zivin. Je pro n�e charakteristick�a n��zk�a metabolick�a aktivita. Klasi�kuj�� se v�et�sinou jen podle mor-
fologie bun�ek (barven�y prepar�at), nap�r. aktinomycety, Agrobacterium, Streptomyces, Nocardia.
Zymogenn�� (alochtonn��) bakterie jsou druhy, jejich�z p�r��tomnost z�avis�� na aktu�aln�e zv�y�sen�e
koncentraci �zivin nebo dod�an�� zvl�a�stn��ch l�atek, kter�e rychle vy�cerp�avaj��. Vyzna�cuj�� se mohutnou
metabolickou aktivitou a v�yznamn�e se pod��lej�� na procesech mineralizace p�udy, zaji�st ’uj�� kolob�eh
jednotliv�ych prvk�u v biosf�e�re, nap�r. nitri�ka�cn�� bakterie, celulolytick�e, oxiduj��c�� s��ru, myxobakte-
rie, Bacillus, Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas.

Mikroorganizmy se pod��l�� na p�rem�en�ach p�udy a modi�kuj�� svou �cinnost�� vn�ej�s�� prost�red��.
Energie vstupuje do ekosyst�emu p�udy ve form�e slune�cn��ho z�a�ren�� �ci organick�ych a anorganick�ych
slou�cenin. Organick�e slou�ceniny jsou oxidov�any na CO 2 respirac�� nebo jsou fermentov�any na redu-
kovan�e slou�ceniny. Chemolitotrofn�� organizmy oxiduj�� anorganick�e slou�ceniny a p�risp��vaj�� k synt�eze
organick�ych l�atek autotrofn��mi aktivitami. Obecn�e se jedn�a o procesy mineralizace (p�rem�ena or-
ganicky v�azan�eho prvku na anorganickou formu), imobilizace (p�rem�ena anorganick�ych prvk�u na
organick�e komplexy), oxidace, redukce, �xace nebo volatilizace (p�rem�ena plynn�e formy na ne-
plynnou a naopak), procesy dekompozice (humi�kace, mineralizace), �u�cast v kolob�ehu prvk�u,
oxidace jedovat�ych dusitan�u na dusi�cnany (nitri�ka�cn�� bakterie), oxidace nedostupn�ych sul�d�u
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na sulf�aty ( Thiobacillus), bioremediace, rozklad t�e�zko odbourateln�ych l�atek (nap�r. pesticidy, ce-
lul�oza, chitin), produkce �rady l�atek ovliv�nuj��c��ch r�ust rostlin, �xace dus��ku symbiotick�ymi ( Rhizo-
bium) i voln�e �zij��c��mi (asociativn�e symbiotick�e Agrobacterium, Azotobacter, Clostridium ) bakte-
riemi, n�avrat dus��ku do kolob�ehu v podob�e amonn�ych iont�u vst�rebateln�ych rostlinami, produkce
sekund�arn��ch metabolit�u (bakteriociny, antibiotika), suprese mikromycetov�ych onemocn�en�� rostlin
(Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Pseudomonas 
uorescens).

Pro pr�aci s vybranou skupinou bakteri�� je nutno mikroorganizmy izolovat a kultivovat
v �cist�ych kultur�ach. Lze vyu�z��t selektivn��ch m�edi��. P�ri pr�ukazu p�r��tomnosti bakteri�� �xuj��c��ch
dus��k se vyu�zije bezdus��kat�eho m�edia, kter�e zv�yhod�nuje pro r�ust druhy schopn�e tuto molekulu
�xovat z ovzdu�s��. Dus��ku jako biogenn��ho prvku je v atmosf�e�re omezen�e mno�zstv��. N�ekter�e fo-
totrofn�� i chemotrofn�� bakterie (symbiotick�e i voln�e �zij��c��) ( Azotobacter, Klebsiella, Rhizobium,
Clostridium pasteurianum) a cyanobakterie (Anabena, Nostoc) disponuj�� enzymem nitrogen�azou,
pomoc�� kter�eho dus��k �xuj�� z atmosf�ery. Je to energeticky n�aro�cn�y proces (spot�reba 15 ATP na
1 molekulu N2).

�St�epen�� celul�ozy lze dok�azat charakteristick�ym r�ustem na materi�alech obsahuj��c��ch ce-
lul�ozu jako zdroj uhl��ku. Ukazatelem �urodnosti p�udy je p�r��tomnost celulolytick�ych bakteri�� .
V intenzivn�e obd�el�avan�ych p�ud�ach se vyskytuj�� rychle rostouc�� z�astupci rod�u Cytophaga, Cellvib-
rio , Cellfalcicula, Sporocytophaga. Ve st�redn�e obd�el�avan�ych p�ud�ach pak myxobakterie a ve slab�e
obd�el�avan�ych a v kysel�ych p�ud�ach p�revl�adaj�� mikroskopick�e houby. V p�r��rod�e nejroz�s���ren�ej�s�� a ve
vod�e nerozpustn�y polysacharid celul�oza je podstatnou sou�c�ast�� bun�e�cn�ych st�en rostlinn�ych bun�ek,
je doprov�azena hemicelul�ozami, pektiny, ligninem a tuky. Je �st�epena z v�et�s�� �c�asti aerobn�e, m�u�ze
v�sak b�yt i anaerobn�e zkva�sov�ana. Celul�oza je mimo bu�nku hydrolyticky �st�epen�a exoenzymem
celul�azou na celobi�ozu, kter�a je po transportu dovnit�r bu�nky �st�epena endoenzymem celobi�azou
na dv�e podjednotky gluk�ozy. Rychlost rozkladu celul�ozy je ovlivn�ena mno�zstv��m celulolytick�ych
bakteri�� a p�r��tomnost�� doprovodn�ych l�atek, v p�r��tomnosti ligninu je �st�epena h�u�re.

P�r��klady p�udn��ch bakteri��

Rod Clostridium

Pleomorfn�� grampozitivn�� ty�cky, jednotliv�e, ve dvojic��ch �ci v kr�atk�ych �ret��zc��ch. Peritrich�aln��,
tvo�r�� ov�aln�e �ci kulat�e endospory. Oblig�atn�e anaerobn��, n�ekter�e druhy aerotolerantn��. �Sirok�y rozsah
teplotn��ho optima r�ustu 10{65 ° C. N�ekter�e druhy �xuj�� plynn�y dus��k a tvo�r�� toxiny. Vyskytuj�� se
v p�ud�e, sto�cn��m kalu, mo�rsk�ych sedimentech, rostlinn�ych zbytc��ch, v gastrointestin�aln��m traktu
�zivo�cich�u a �clov�eka (j��cen, st�reva), v klinick�em materi�alu. Identi�kaci napom�ah�a rozli�sen�� do t�r��
skupin podle vyu�z��v�an�� b��lkovin a sacharid�u, sacharolytick�e, proteolytick�e a �st�ep��c�� jak b��lkoviny,
tak i sacharidy. Do rodu Clostridium pat�r�� prim�arn�� i oportunn�� patogeny.

C. pasteurianum pat�r�� do skupiny p�r��sn�e anaerobn��ch bakteri�� m�aseln�eho kva�sen��, toleruje
kyselost a prom�a�cenost p�udy a ni�z�s�� teploty; tyto vlastnosti spolu s tvorbou spor umo�z�nuj�� jeho
roz�s���ren�� t�em�e�r ve v�sech typech p�ud (103{105 CFU/g).

Rod Azotobacter

Gramnegativn�� ovoidn�� pleomorfn�� ty�cky a�z koky, jednotliv�e, ve dvojic��ch i v nepravideln�ych
shluc��ch. Peritrich�aln��, aerobn��, chemoorganotrofn��. Tvo�r�� cysty a pigmentuj��. Dus��k �xuj�� nesym-
bioticky �ci asociativn�e symbioticky ( Azotobacter paspali s tr�avou Paspalum notatum). V m�ediu
vy�zaduj�� molybden �ci vanad. Vyskytuj�� se v p�ud�e �ci vod�e.

A. chroococcum je n�aro�cn�y na podm��nky vn�ej�s��ho prost�red��. Vyskytuje se v n��zk�ych po�ctech
(102-104 CFU/g) v dob�re provzdu�s�novan�e a hnojen�e p�ud�e o neutr�aln��m a�z slab�e alkalick�em pH
v bl��zkosti ko�renov�eho syst�emu rostlin. V kysel�ych p�ud�ach dus��k ne�xuje. Vy�zaduje p�r��tomnost
cukr�u, jednoduch�ych alkohol�u, fosforu, v�apn��ku, molybdenu, b�oru, vanadu, �zeleza a manganu.
Teplotn�� optimum je �uzk�e, mezi 25 a 30 ° C.
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Petriho misky s Ashbyho agarem, pr�azdn�e plastov�e Petriho misky

� MPB s 5% gluk�ozou

� Zkumavky, pipety, kli�cky, kahan, vodn�� l�aze�n

� Steriln�� paraf��nov�y olej

� Filtra�cn�� pap��r, �ust�ri�zky �casopisu, novin, buni�cina

� Zemina z vlastn��ch zdroj�u (sklen��k, lesn�� p�uda z lesa, zahrada, p��skovi�st�e, kv�etin�a�c, kompost)

Postup

Izolace z�astupc�u rodu Azotobacter

� Petriho misky s Ashbyho agarem (selektivn�� bezdus��kat�e m�edium eliminuje druhy vy�zaduj��c��
p�r��tomnost dus��ku, nezaru�c�� eliminaci mikroskopick�ych hub) o�ckovat p�r��mo drobn�ymi zrn���cky
zeminy.

� Kultivovat 72 hodin p�ri 25{30 ° C, misky neot�a�cet

Hodnocen��

R�ust azotobakter�u se projev�� slizovit�ymi koloniemi kolem zrn���cek hl��ny (obr. 36). Kolonie jsou
v prvn��ch dnech b�elav�e, st�a�r��m hn�ednou. Z misky je c��tit charakteristick�y z�apach p�udy. P�ri mikro-
skopick�e kontrole lze v prepar�atu pozorovat gramnegativn�� ty�cky vyskytuj��c�� se �casto ve dvojic��ch.
Bu�nky jsou ohrani�ceny pouzdrem, kter�e se nejl�epe zv�yrazn�� negativn��m barven��m. V prepar�atu
lze pozorovat klidov�a st�adia, cysty.

Obr. 36: Izolace z�astupc�u rodu Azotobacter na Ashbyho agaru (archiv A. V�avrov�e)
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Izolace z�astupc�u rodu Clostridium

� P�ripravit p�udn�� extrakt sm��ch�an��m 10 g zeminy se 100 ml steriln�� destilovan�e vody, prot�rep�avat
10 minut a �ltrovat vrchn�� �c�ast extraktu p�res dvojit�y steriln�� �ltra�cn�� pap��r do steriln�� ba�nky.

� Suspenzi (cca 2 ml) p�rel��t do steriln�� zkumavky a um��stit do vodn�� l�azn�e (75{80 ° C) na
15 minut (pasterizace, usmrcen�� vegetativn��ch bun�ek, endospory p�re�zij��).

� Do hork�eho steriln��ho m�edia (MPB 5 % gluk�ozy) pipetovat 1 ml pasterizovan�eho p�udn��ho
extraktu a ihned p�revrstvit 1 ml steriln��ho paraf��nu pro zaji�st�en�� anaerobn��ho prost�red��.

Hodnocen��

V p�r��tomnosti klostridi�� vznik�a sedlina (obr. 37), plyn a charakteristick�y z�apach m�aseln�eho kva�sen��.
P�ri mikroskopick�e kontrole (Gramovo barven��) jsou v prepar�atu vid�et grampozitivn�� ty�cky, p�r��padn�e
endospory v nativn��m prepar�atu p�ri pou�zit�� f�azov�eho kontrastu.

Obr. 37: P�r��tomnost sedliny po vykl���cen�� anaerobn��ch endospor rodu Clostridium (archiv autorek)

Pr�ukaz celulolytick�ych bakteri��

� Zeminu nasypat do Petriho misek zhruba do v�y�sky 2/3 misky a d�ukladn�e navlh�cit.

� Pinzetou polo�zit jednotliv�e steriln�� prou�zky �ltra�cn��ho pap��ru, buni�cit�e vaty a novin (1cm
mezery) a op�et navlh�cit.



84 Pr�ukaz a izolace n�ekter�ych p�udn��ch mikroorganizm�u

� Inkubovat p�ri pokojov�e teplot�e, zeminu pr�ub�e�zn�e vlh�cit. Inkubace prob��h�a 3 t�ydny, hodno-
cen�� se prov�ad�� v�zdy po t�ydnu (obr. 38).

Hodnocen��

Po ka�zd�em t�ydnu pozorovat p�r��padn�y rozklad a zm�eny zabarven�� (p�r��tomnost skvrn r�uzn�ych barev)
zdroj�u celul�ozy. Nejintenzivn�ej�s�� rozklad by m�el b�yt u buni�ciny (cca 50 %), m�en�e pak (30 %)
u �ltra�cn��ho pap��ru a nejm�en�e u novinov�eho pap��ru vzhledem k inhibuj��c��mu tiska�rsk�emu barvivu
v pap��ru. Nejv��ce celulolytick�ych mikroorganizm�u se vyskytuje v p�ud�ach s vy�s�s��m mno�zstv��m
humusu, m�en�e v p�ud�ach p��s�cit�ych.

Obr. 38: Rozklad r�uzn�ych zdroj�u celul�ozy celulolytick�ymi mikroorganizmy po jednom (A) a t�rech
(B, C, D) t�ydnech kultivace (archiv autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Poda�rilo se izolovat jednotliv�e z�astupce p�udn��ch mikroorganism�u?

� Co v�ysledek vypov��d�a o �urodnosti p�udy?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� N�emec M., Mazal P., Cvi�cen�� z mikrobiologie, U�cebn�� text V �S. 1989, Brno.

� M�ollerov�a J., Symbiotick�a �xace dus��ku, �Ziva, 2006 (zdroj: http://ziva.avcr.cz/�les/ziva/
pdf/symbioticka-�xace-dusiku-bakterie-rhizobium-s-l-a.pdf; 7. 3. 2016)

� Enzym nitrogen�aza a chemizmus dus��ku (zdroj: http://chem.rochester.edu/ � plhgrp/nitr�x.
html; 7. 3. 2016)

Kontroln�� ot�azky

1. Jak�y je princip izolace n�ami zvolen�ych bakteri�aln��ch skupin?

2. Pro�c v postupu izolace klostridi�� vykl���c�� pouze jejich endospory?

http://ziva.avcr.cz/files/ziva/pdf/symbioticka-fixace-dusiku-bakterie-rhizobium-s-l-a.pdf
http://ziva.avcr.cz/files/ziva/pdf/symbioticka-fixace-dusiku-bakterie-rhizobium-s-l-a.pdf
http://chem.rochester.edu/~plhgrp/ nitrfix.html
http://chem.rochester.edu/~plhgrp/ nitrfix.html
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3. V jak�em prost�red�� (ve vztahu ke kysl��ku) kl���c�� endospory klostridi��? Jak�ym zp�usobem se
izoluj�� a jak�e znaky sledujeme v p�r��pad�e pozitivn��ho r�ustu?

4. Jmenujte n�ekter�e funkce p�udn��ch mikroorganizm�u.

5. Jmenujte n�ekter�e bakteri�aln�� rody vyskytuj��c�� se b�e�zn�e v p�ud�e.

6. Jak�e selektivn�� m�edium se vyu�z��v�a pro izolaci azotobaktera a na z�aklad�e kter�e vlastnosti ho
na tomto m�ediu izolujeme?

7. Pot�rebuj�� bakterie pro �xaci dus��ku symbi�ozu s rostlinami?

8. Jak se jmenuje enzym, pomoc�� kter�eho bakterie �xuj�� vzdu�sn�y dus��k? Funguje aerobn�e na
misce?

9. Vysv�etlete pojem autochtonn��/ alochtonn��.
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C��l cvi�cen��

Vytvo�rit Winogradsk�eho kolonu a pozorovat rozd�elen�� jednotliv�ych vrstev v �case.

�Uvodn�� slovo

Sergei Nikolaievich Winogradsky, rusk�y mikrobiolog, se v�enoval p�rev�a�zn�e p�udn�� mikrobiologii. Ob-
jevil bakterie, kter�e oxiduj�� �zelezo, s��ru a amoniak a kter�e jsou schopny zabudovat CO 2 do organick�e
hmoty. Izoloval anaerobn�� bakterie �xuj��c�� dus��k a studoval rozklad celul�ozy. Winogradsk�eho ko-
lona (obr. 39) je forma mikrokosmu, ve kter�em mikroorganizmy a �ziviny interaguj�� ve vertik�aln��m
gradientu. Kolona demostruje r�uzn�e �ulohy mikroorganizm�u v p�r��rod�e, kdy aktivita jednoho or-
ganizmu umo�z�nuje r�ust jin�eho a naopak. Kolona je kompletn��, sob�esta�cn�y a recykla�cn�� syst�em,
kter�y je dopl�nov�an pouze sv�etelnou energi��. Produkty kva�sen�� a sul�dy stoupaj�� z redukovan�ych
z�on, kysl��k pronik�a do kolony z povrchu. T��m jsou vytvo�reny vrstvy podobn�e jako u sediment�u
bohat�ych na �ziviny. Fotosyntetizuj��c�� organizmy z��sk�avaj�� energii ze sv�etla.

Bahno je sm��ch�ano se s��ranem sodn�ym, uhli�citanem sodn�ym a natrhan�ymi novinami (zdroj
celul�ozy). Do kolony se n�asledn�e p�rid�a voda, inkubace prob��h�a na sv�etle. V kolon�e za�cne prob��hat
s�erie reakc��, kdy ur�cit�e mikroorganizmy vytv�a�r�� speci�aln�� mikroklima jako odpov�ed ’ na chemick�e
gradienty.

Na dn�e kolony je degradov�ana celul�oza (rod Clostridium ). Produkty kva�sen�� jsou pro dal�s��
mikroorganizmy dostupn�e jako reduktanty a s��ran je vyu�z��v�an jako oxidant. Rod Desulfovibrio
produkuje sirovod��k, kter�y stoup�a vzh�uru do oxygenn�� z�ony a vytv�a�r�� stabiln�� gradient sirovod��ku,
ve kter�em fototrofn�� Chlorobium a Chromatium vytv�a�r�� viditelnou olivov�e zelenou a purpurovou
z�onu. Tyto mikroorganizmy vyu�z��vaj�� sirovod��k jako zdroj elektron�u a CO 2 z uhli�citanu sodn�eho
jako zdroj uhl��ku. Nad touto vrstvou mohou r�ust purpurov�e nesirn�e bakterie rodu Rhodospi-
rillum a Rhodopseudomonas. Tito fotoheterotrofov�e vyu�z��vaj�� organick�y materi�al jako donory elek-
tron�u v anaerobn��ch podm��nk�ach. Kysl��k i sirovod��k m�u�ze b�yt p�r��tomen v�y�se v kolon�e, kde jsou
vyu�z��v�any adaptovan�ymi mikroorganizmy ( Beggiatoa, Thiothrix ), kter�e vyu�z��vaj�� redukovan�e sirn�e
slou�ceniny. Ve svrchn�� vrstv�e mohou b�yt viditeln�e �rasy (rozsivky) a cyanobakterie.

Kysl��k a CO 2 vytv�a�r�� v kolon�e koncentra�cn�� gradient. Kysl��k je ve vod�e omezen�e rozpustn�y
v z�avislosti na teplot�e vody, tlaku a rozpu�st�en�ych sol��ch. Teplota a tlak v�yrazn�e ovliv�nuj�� mno�zstv��
kysl��ku, kter�e je dostupn�e pro mikroorganizmy. P�ri ni�z�s��ch teplot�ach m�u�ze b�yt koncentrace kysl��ku
v�yrazn�e vy�s�s��. Rychl�e sn���zen�� rozpu�st�en�eho kysl��ku ve vod�e m�u�ze nastat p�ri kontaminaci vody
�zivinami, co�z �casto vede k �uhynu ryb. Oxid uhli�cit�y se �u�castn�� mnoha chemick�ych a biologick�ych
proces�u, nap�r. ovliv�nuje pH vody. Pokud autotrofn�� mikroorganizmy, jako jsou �rasy, vyu�z��vaj��
CO2, pH vody se zvy�suje.
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Obr. 39: Winogradsk�eho kolona, mikrobi�aln�� evoluce v lahvi (zdroj: http://www.hhmi.org/
biointeractive/poster-winogradsky-column-microbial-evolution-bottle; upraveno)

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Bahno a voda z �reky

� Vejce, �ltra�cn�� pap��r

Postup

Izolace z�astupc�u rodu Azotobacter

� Bahno sm��chat se �zloutkem (Na 2S), nadrcenou sko�r�apkou (CaCO3), natrhan�ym �ltra�cn��m
pap��rem (celul�oza) a vodou.

� Sm�es�� naplnit v�alec, dol��t vodou a uzav�r��t.

� Inkubovat na sv�etle p�ri pokojov�e teplot�e a pozorovat rozd�elen�� vrstev (obr. 40).

http://www.hhmi.org/biointeractive/poster-winogradsky-column-microbial-evolution-bottle
http://www.hhmi.org/biointeractive/poster-winogradsky-column-microbial-evolution-bottle
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Obr. 40: P�r��prava Winogradsk�eho kolony (A, B), stav na za�c�atku inkubace (C) a rozd�elen�� vrstev
po n�ekolika m�es��c��ch inkubace (D) (archiv autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Do�slo k rozd�elen�� vrstev?

� Byly jednotliv�e vrstvy dob�re pozorovateln�e?

� Po jak�e dob�e se vrstvy rozd�elily?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

Kontroln�� ot�azky

1. Pro�c se do kolony p�rid�av�a �zloutek a sko�r�apka?

2. Jako zdroj �ceho se do kolony p�rid�av�a �ltra�cn�� pap��r?

3. Je v pr�ub�ehu inkubace do kolony nutn�e p�rid�avat �ziviny?

4. Jak�e vrstvy v kolon�e lze pozorovat?



17 Pozorov�an�� bakteri�aln��ch endospor a je-
jich barven��, negativn�� barven��

C��l cvi�cen��

� Zv�yrazn�en�� bun�ek rodu Bacillus negativn��m barven��m (ne�xovan�y prepar�at).

� Pozorov�an�� bakteri�aln��ch endospor rodu Bacillus v nativn��m prepar�atu (f�azov�y kontrast).

� Zv�yrazn�en�� pouzder rodu Azotobacter negativn��m barven��m (ne�xovan�y prepar�at).

� Barven�� spor.

�Uvodn�� slovo

Krom�e rostouc��ch a d�el��c��ch se vegetativn��ch bun�ek nach�az��me u prokaryot i struktury dovoluj��c��
p�re�zit�� nep�r��zniv�ych podm��nek { endospory . Endospory jsou odoln�a klidov�a st�adia. V bu�nce
prokaryot je p�r��tomna pouze jedna endospora, kter�a obsahuje peptidoglykan zcela odli�sn�eho cha-
rakteru ne�z peptidoglykan v bun�e�cn�e st�en�e bu�nky. Makromolekuly jsou v endospo�re stabilizov�any
p�r��tomnost�� speci�ck�ych b��lkovin, sn���zen��m mno�zstv�� vody a zv�y�sen��m obsahu v�apn��ku. V�apn��k je
v endospo�re v�az�an v kyselin�e dipikolinov�e, kter�a je v p�r��rod�e p�r��tomna pouze uvnit�r bakteri�aln��ch
endospor a zaji�st’uje jej�� termorezistenci. Endospory jsou d��ky �cetn�ym obal�um r�uzn�eho charak-
teru odoln�e k p�usoben�� UV a 
 z�a�ren��, vysou�sen��, lysozymu, teplotn��m zm�en�am, nedostatku �zivin
a p�usoben�� mnoha dezinfek�cn��ch prost�redk�u, v etanolu mohou p�re�z��vat i n�ekolik m�es��c�u. Endo-
spory jsou prost�redkem �s���ren�� bakteri�� i na zna�cn�e vzd�alenosti a v r�uzn�em prost�red��. Tvorba
endospory nen�� odpov�ed�� na vn�ej�s�� prost�red��, ale p�r��pravou na nep�r��zniv�e podm��nky. Endospory
jsou vysoce sv�etlolomn�e �utvary. Endospory jsou nereproduktivn�� struktury tvo�ren�e mal�ym po�ctem
p�rev�a�zn�e grampozitivn��ch bakteri�� (nap�r. Bacillus, Clostridum, Thermoactinomyces, Desulfotoma-
culum, Sporosarcina, Sporolactobacillus, Oscillospira).

Klinicky, farmaceuticky a technologicky v�yznamn�e jsou termostabiln�� endospory zejm�ena
rod�u Bacillus a Clostridium . Bakteri�aln�� endospory jsou v�yznamn�ym prost�redkem bioterorizmu
(nap�r. Bacillus anthracis - anthrax). N�ekter�e endospory jsou pou�z��v�any jako biopesticidy (nap�r. Bt
toxin, b��lkovina spor Bacillus thuringiensis var. israelensis). Endospory obsahuj�� na sv�em povrchu
proteiny, peptidy �ci enzymy, kter�e se vyu�z��vaj�� jako speci�ck�e sondy nebo maj�� biokatalytickou
funkci. Modi�kovan�e endospory B. subtilis se pou�z��vaj�� jako vehikula vakc��n a jin�ych farmak, nap�r.
povrchov�e proteiny endospor B. subtilis, kter�e obsahuj�� fragment C tetanov�eho toxinu; alfa toxin
Clostridium perfrigens pou�z��van�y pro or�aln�� a naz�aln�� imunizaci �clov�eka i zv���rat. Endospory jako
transport�ery farmak dod�avaj�� teplotn�� stabilitu, 
exibilitu pro genetick�e modi�kace a nen�akladn�y
proces p�r��pravy.

Zat��mco toxiny sporuluj��c��ch druh�u jsou v�et�sinou termolabiln��, jsou inaktivov�any ji�z po
5 minut�ach p�ri teplot�e 60 ° C, endospory jsou velmi odoln�e. U druhu Clostridium botulinum spo-
ruluj��c�� bu�nky odol�avaj�� 90 minut teplot�e 100 ° C, nesporuluj��c�� bu�nky hynou po 30 minut�ach p�ri
70 ° C. Endospory Clostridium tetani (p�uvodce tetanu) jsou inaktivov�any po 20 minut�ach p�ri 121
° C p�ri tlaku 0,2 Mpa a po 90 { 180 minut�ach p�ri 160 - 200 ° C such�eho tepla. Endospory jsou
vysoce termorezistentn��, p�re�zij�� a�z p�etihodinov�y var. Pro ov�e�ren�� spr�avn�eho pr�ub�ehu sterilizace se
vyu�z��vaj�� endospory Geobacillus stearothermophilus, kter�e p�re�zij�� p�ri 120 ° C a�z 12 minut.

Sporicidn��ch l�atek je m�alo a jsou n�akladn�e. P�r��kladem je etylenoxid, � -propionlakton, kon-
centrovan�e louhy a kyseliny, formaldehyd p�ri prodlou�zen�e expozici, kyselina peroctov�a, jodov�e
prepar�aty, chloramin.
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Stavba zral�e bakteri�aln�� endospory (obr. 41)

J�adro spory tvo�r�� sporoplast (t�e�z protoplast). Stroma endospory p�redstavuje gelovou matrix tvo�re-
nou bakteri�aln��m jadern�ym ekvivalentem (nukleoidem), ribozomy, kalcium dipikolin�atem (a�z 10 %
su�siny endospory) nebo pyridin-2,6-dikarboxylovou kyselinou, kter�a nahrazuje vodu p�ri udr�zov�an��
kvartern�� struktury p�ri vazb�ach, SASPs (small acid-soluble proteins), kter�e jsou pevn�e sv�az�any
s nukleovou kyselinou a zabezpe�cuj�� jej�� kondenzaci a rezistenci v�u�ci UV z�a�ren�� a DNA-ni�c��c��ch che-
mick�ych l�atek. P�r��tomny jsou polyaminy, aminokyseliny a 3-fosfoglycer�at. V j�ad�re endospory jsou
u n�ekter�ych druh�u p�r��tomny speci�ck�e l�atky ve form�e krystalk�u, toxin�u. J�adro je obaleno vnit�rn��
lipoproteinovou membr�anou, intinou, kter�a br�an�� prostupu chemick�ych l�atek z prost�red��. Zbytky
p�uvodn�� bun�e�cn�e st�eny mate�rsk�e bu�nky slou�z�� jako z�aklad nov�e bun�e�cn�e st�eny p�ri kl���cen�� endo-
spory. Kortex, kter�y se skl�ad�a z vnit�rn�� (20 %) a zevn�� �c�asti (80 %), zaji�st ’uje nepropustnost a po de-
hydrataci j�adra termorezistenci, je nebarviteln�y a je tvo�ren peptidoglykany. Zhruba 20{30 % pepti-
doglykanov�ych jednotek je shodn�ych s jednotkami peptidoglykanu bun�e�cn�e st�eny, zbyl�ych 50{60 %
jednotek p�redstavuje N-acetylmuramovou kyselinu modi�kovanou na N -acetylmuramyl{laktam,
dal�s��ch 18{20 % kyseliny N -acetylmuramov�e je spojeno s L-alaninem nam��sto tetrapeptidu. Tyto
modi�kace jsou zaji�st ’ov�any membr�anov�e v�azan�ymi enzymy. Perikortik�aln�� vn�ej�s�� lipoproteinov�a
membr�ana pl�a�st�e, extina, se skl�ad�a z protein�u bohat�ych na cystein, zaji�st ’uje odolnost k p�usoben��
chemik�ali��. Exosporium nen�� p�r��tomno u v�sech taxon�u, ud�eluje bu�nce odolnost v�u�ci chemick�ym
l�atk�am a enzym�um.

Obr. 41: Struktura bakteri�aln�� endospory (zdroj: https://micro.cornell.edu/research/
epulopiscium/bacterial-endospores; upraveno)

Tvar a um��st�en�� endospory (obr. 42) v bu�nce je v�yznamn�y charakteristick�y znak, kter�y
pom�ah�a identi�kaci. Nap�r. druhy Bacillus anthracis, B. cereus, Clostridium botulinum maj�� v�zdy
ov�aln�e endospory, druhy Clostridium tetani , Bacillus sphaericusmaj�� kulat�e enodspory. Hodnot��
se, zda a ve kter�em m��st�e endospora vyklenuje bu�nku. Ulo�zen�� v bu�nce m�u�ze b�yt termin�aln�� (na
konci ty�cinky, nap�r. C. tetani - pali�cky, Geobacillus stearothermophilus), centr�aln�� ( C. histolyticum,
C. novyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus) nebo nej�cast�eji subtermin�aln��, t�e�z paracentr�aln��,
(mezi st�redem a p�olem bu�nky, nap�r. C. botulinum, C. sporogenes, B. brevis).

https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-endospores
https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-endospores
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Obr. 42: Mo�zn�e um��st�en�� endospory a p�r��padn�e vyklenut�� bu�nky jako identi�ka�cn�� znak (zdroj:
http://ttktamop.elte.hu/online-tananyagok/practical microbiology/ch06s04.html; upraveno)

Neobarven�e endospory m�u�zeme pozorovat f�azov�ym (z�a�r��c�� spory; a�z po vzniku kortexu,
kter�y ud�av�a sv�etlolomnost) a Nomarsk�eho kontrastem (plastick�y povrch bu�nky, pouze pokud
spora vyklenuje bu�nku), jednoduch�ym barven��m (pouze pokud spora vyklenuje bu�nku).

P�r��m�e obarven�� endospory je mo�zn�e p�ri vzniku prospory (vznik kortexu), kter�a je pro
barvivo propustn�a. Spory �spatn�e p�rij��maj�� barvivo i po �xaci prepar�atu vzhledem k rigidn��mu
�spatn�e propustn�emu kortexu, proto se obarv�� a�z b�ehem varu pomoc�� koncentrovan�ych barviv
nebo mo�ridel (podobn�e nap�r. acidorezistentn�� bakterie, kter�e se Gramov�ym barven��m neobarv��
vzhledem k obsahu mykolov�ych kyselin v bun�e�cn�e st�en�e). P�r��kladem barven�� endospor je Wirtz-
Conklinova a Schae�er-Fultonova metoda. Obarven�e endospory se t�e�zko odbarvuj�� kyselinami
a jin�ymi slou�ceninami (nap�r. alkoholem).

Barvitelnost endospor z�avis�� na v�yvojov�em st�adiu sporuluj��c�� bu�nky, je podm��n�ena st�a�r��m
kultury, kvalitou �zivn�e p�udy, individu�aln��mi vlastnostmi mikroorganizm�u, a proto nelze barv��c��ch
metod pou�z��vat schematicky. Barvitelnost endospor se zlep�s�� pou�zit��m sporula�cn��ch m�edi�� s p�r��dav-
kem manganu.

Nativn�� prepar�at pozorovan�y f�azov�ym �ci Nomarsk�eho kontrastem umo�z�nuje pozorov�an��
skute�cn�eho tvaru a struktury bun�ek neporu�sen�ych �xac�� a barven��m, d�ale pozorov�an�� r�ustu,
mno�zen�� a pohybu bakteri��. V diagnostick�e praxi m�a v�yznam p�ri studiu sv�etlolomn�ych bun�e�cn�ych
�utvar�u, kter�e se obt���zn�e barv�� (nap�r. endospory).

F�azov�y kontrast vyu�z��v�a odli�sn�e sv�etlolomnosti �c�astic v pozorovan�em objektu. R�uzn�e
struktury bu�nky maj�� r�uzn�e indexy lomu sv�etla a vznikaj��c�� obraz je v�ysledkem slo�zen�� obraz�u vln
s posunutou f�az�� a vln odklon�en�ych od prepar�atu. Tmav�e endospory se v prepar�atu jev�� jako z�a�r��c��
objekty.

Sporulace - proces vzniku endospory

Ke studiu sporulace se vyu�z��v�a zejm�ena rodu Bacillus, p�redev�s��m druh B. subtillis. Sporulace
prob��h�a i p�ri dostatku �zivin zejm�ena ve stacion�arn�� f�azi. B�ehem sporulace B. subtillis lze rozli�sit
n�ekolik f�az�� (obr. 43), kter�e lze charakterizovat morfologicky a na molekul�arn�e biologick�e �urovni. Za
vznik endospory zodpov��d�a asi 50 gen�u a cel�y proces trv�a pr�um�ern�e 6{7 hodin. V pr�ub�ehu vzniku
p�rep�a�zky je jasn�e, zda vznikne vegetativn�� bu�nka nebo endospora. V p�r��pad�e vzniku endospory
bu�nka p�rech�az�� od bin�arn��ho d�elen�� k d�elen�� asymetrick�emu.

Prospora se utv�a�r�� v tzv. sporogenn�� z�on�e. Prim�arn�e se p�repisuj�� geny, kter�e p�riprav�� pro-
stor pro endosporu, zvy�suje se mno�zstv�� volutinu, kter�e lze zjistit barven��m. Doch�az�� ke zv�y�sen��
mno�zstv�� enzym�u, bu�nka zvy�suje spot�rebu acet�atu, a navy�suje po�cet enzym�u Krebsova cyklu a hyd-
rol�az. Na procesu sporulace se pod��l�� amyl�azy, prote�azy, fosfat�azy, DN�azy. Axi�aln��ch �lamenta
slou�z�� k rozbalen�� nukleoidu do dlouh�eho vl�akna a replikaci. Vytv�a�r�� se septum, kter�e postupn�e
rozd�el�� bu�nku na dv�e nestejn�e �c�asti, je ukon�cena replikace bun�e�cn�eho genetick�eho materi�alu, kter�y
se rozestoup�� p�ol�um bu�nky. DNA endospory ji�z nen�� aktivn��. Sporogenn�� z�ona je homogenizovan�a
a zahu�st�en�a. M�a v�zdy jinou hustotu ne�z zbyl�y obsah bu�nky. Cytoplazmatick�a membr�ana prolife-

http://ttktamop.elte.hu/online-tananyagok/practical_microbiology/ch06s04.html
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ruje kolem obou �c�ast�� bu�nky, u prespory doch�az�� k zaobalen�� dv�ema membr�anami, intina a extina,
vchl��pen��m cytoplazmatick�e membr�any. Do prespory se vkl�ad�a mnoho v�apn��ku a syntetizuje se
v n�� kyselina dipikolinov�a, vznik�a prospora. Ub�yv�a volutinu. Prospora nen�� sv�etlolomn�a, nesv��t��
p�ri mikroskopii ve f�azov�em kontrastu. Proces sporulace je ji�z nevratn�y. Tvorba kortexu spory
s odli�sn�ym slo�zen��m peptidoglykanu od slo�zen�� peptidoglykanu bun�e�cn�e st�eny je �r��zena chromozo-
mem mate�rsk�e bu�nky. P�ri vzniku kortexu je obsah volutinu ji�z minim�aln��. Ve spo�re je obsa�zena
kyselina dipikolinov�a, kter�a je syntetizov�ana mate�rskou bu�nkou, jej�� mno�zstv�� je regulov�ano. Kal-
cium dipikolin�at je charakteristick�a slo�zka p�r��tomn�a pouze v endospor�ach bakteri��. Endospora
je ji�z sv�etlolomn�a, se vznikem kortexu je nepropustn�a pro barvivo, obarviteln�a a�z p�ri v�ystupu
par. Prob��h�a synt�eza dvouvrstevn�eho pl�a�st�e. U z�astupc�u rodu Bacillus vznik�a exosporium slo�zen�e
z 10 protein�u, polysacharid�u a lipid�u. Unik�atnost b��lkovin pl�a�st�e je sledov�ana chemotaxonomick�ymi
metodami. Prob��h�a maturace endospory, lyze mate�rsk�e bu�nky a uvoln�en�� zral�ych spor. N�asleduje
kryptobiotick�a f�aze voln�e zral�e endospory, kter�a ve vhodn�ych podm��nk�ach m�u�ze a nemus�� kl���cit.
Jej�� vn�ej�s�� architektura, po�cet a tvar pl�a�st ’�u je druhov�e speci�ck�a.

Obr. 43: Obr. 43 Pr�ub�eh sporulace (zdroj: https://www.quora.com/What-is-microbial-spore; upra-
veno)

Germinace bakteri�aln�� endospory

Germinace (kl���cen�� endospory, obr. 44) za�c��n�a spont�ann�� aktivac�� endospory. Doch�az�� k destabili-
zaci pl�a�st�e, v laboratorn��ch podm��nk�ach p�ri p�usoben�� teploty 70{85 ° C po 5{10 minut�ach, dal�s��mi
aktiv�atory jsou mal�e organick�e molekuly. Aktivovan�a endospora p�rij��m�a vodu a ztr�ac�� rezistenci.
B��lkovinn�e stabiliz�atory jako vnit�rn�� sou�c�asti se za�c��naj�� rozkl�adat. Vznikl�e aminokyseliny slou�z��
pro tvorbu nov�ych protein�u. Nejprve je ovlivn�ena proteosynt�eza (degrada�cn�� enzymy). V moment�e,
kdy bu�nka vytv�a�r�� energii, za�c��n�a fungovat regula�cn�� apar�at chromozomu (ATP = sign�al aktivace
chromozomu). Prvn��mi funk�cn��mi enzymy jsou glykozid�azy pro metabolizov�an�� kortexu. N�asleduje
rozklad extiny (fosfolipidy, b��lkovina, polysacharid). Lytick�y enzym kortikohydrol�aza depolyme-



�Uvodn�� slovo 93

rizuje kortex pro pr�unik vody. Dv�e hodiny po germinaci endospory doch�az�� k d�elen�� vegetativn��
bu�nky. Podle lokalizace kl���cen�� endospory rozezn�av�ame germinaci termin�aln�� (na p�olech bu�nky)
a centr�aln��. Germinaci je mo�zn�e inhibovat p�r��tomnost�� aminokyseliny D-Ala, MgCl 2 a inhibitorem
prote�az, fenylmetylsulfonyl
uoridem.

Obr. 44: Kl���cen�� endospory Clostridium pectinovorum (Prescott a kol., 1996)

Cysty rodu Azotobacter

Cysty jsou klidov�a st�adia obklopen�a pl�a�st�em (obr. 45), kter�y je chr�an�� p�red chemick�ym a fyzik�aln��m
stresem (nap�r. vysych�an��, z�a�ren��). Cysty rodu Azotobacter obsahuj�� alkylresorcinol, algin�at, po-
lyhydroxybutyr�at a polysacharidy. Cysta se skl�ad�a z ov�aln�e bu�nky, centr�aln��ho t�ela obklopen�eho
dvouvrstvou kapsulou. Cysty jsou v�u�ci nep�r��zniv�ym podm��nk�am v��ce odoln�e ne�z vegetativn�� bu�nky,
ale m�en�e ne�z endospory.

Obr. 45: Stavba cysty rodu Azotobacter, jadern�a oblast (Nr) , vn�ej�s�� obaly (CC 1, CC2), exosporium
(Ex) (Prescott a kol., 1996, upraveno)

Bakteri�aln�� pouzdra

Polysacharidov�e �ci b��lkovinn�e pouzdro lemuje bakteri�aln�� bu�nku a v prost�red�� ji chr�an�� proti vy-
sych�an��, jed�um a nep�r��zniv�ym faktor�um. V �zivo�ci�sn�em t�ele bakterii maskuje p�red imunitn�� od-
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pov�ed�� makroorganizmu (maskov�an�� antigenu, v�et�s�� odolnost, faktor virulence). Bakterie, kter�e
tvo�r�� pouzdra, na misce rozezn�ame podle charakteristick�eho mohutn�e slizovit�eho vzhledu. Velk�e
kolonie t�em�e�r spl�yvaj�� na m�ediu a za kli�ckou se t�ahnou. Pouzdro je jasn�e odd�elen�e od prost�red��,
na rozd��l od slizu, kter�y je v��ce rozpt�ylen kolem bu�nky. Vysok�e mno�zstv�� sacharid�u v m�ediu
�ci prost�red�� zintenziv�nuje tvorbu pouzdra. Schopnost tvorby pouzdra je mo�zn�e ztratit (mutac��),
z p�uvodn�� muk�ozn�� formy se st�av�a R forma (reverzibiln��, drsn�a) a�z S forma, kter�a ji�z pouzdro nen��
schopna tvo�rit.

Stejn�e jako endospory jsou i pouzdra omezen�e barviteln�a. Pouzdra se nabarv�� po pova�ren��
v barvivu. Pro zv�yrazn�en�� pouzdra se vyu�z��v�a negativn��ho barven��. Pouzdro je v prepar�atu ne-
zbarveno a je v�yrazn�e sv�etl�e.

Negativn�� barven��

Negativn��m barven��m se obarv�� okol�� bun�ek, nikoli bu�nky samotn�e. Velikost ani tvar bu�nky nen��
deformovan�y �xac�� a barvivem. Vyu�z��v�a se pro m�e�ren�� p�resn�e velikosti a tvaru bakteri�aln�� bu�nky,
pro stanoven�� pouzder, kapsul�� a sliz�u.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� podlo�zn�� a kryc�� skla, bakteriologick�a kli�cka

� �ltra�cn�� pap��r, steriln�� destilovan�a voda

� nigrosin, Kongo �cerve�n, metylenov�a mod�r, malachitov�a zele�n

Mikroorganizmy

� Bacillus megaterium CCM 2007 { spory kulat�e, nezdu�ruj�� bu�nku, subtermin�aln�� um��st�en��

� Bacillus sphaericusCCM 1615 { spory kulat�e, zdu�ruj�� bu�nku, termin�aln�� um��st�en��

� Bacillus cereus CCM 2010 { spory ov�aln�e, nezdu�ruj�� bu�nku, centr�aln�� um��st�en��

� Bacillus thuringiensis CCM 19 { spory ov�aln�e, nezdu�ruj�� bu�nku, subtermin�aln�� um��st�en��

� Bacillus subtilis CCM 2216 { spory ov�aln�e, nezdu�ruj�� bu�nku

� Paenibacillus polymyxaCCM 1459 { spory ov�aln�e, zdu�ruj�� bu�nku, centr�aln�� um��st�en��

� Azotobacter vinelandii CCM 289 (p�r��padn�e izol�at z p�udy)

Postup

P�ri f�azov�em kontrastu jsou v prepar�atu zv�yrazn�eny endospory, jejich tvar, velikost a um��st�en��.
Pro pozorov�an�� endospor je vhodn�a kultura ur�cit�eho st�a�r�� narostl�a na m�ediu podporuj��c��

sporulaci, nap�r. u rodu Bacillus kultury star�e 2-3 dny.
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Negativn�� barven�� nigrosinem

� Asepticky p�ren�est bu�nky do mal�e kapky destilovan�e vody na podlo�zn��m skl���cku, vedle p�ridat
malou kapku nigrosinu.

� Kapky sm��chat kli�ckou, rozet�r��t jemn�ym tahem druh�eho skl���cka (p�rilo�zen�eho pod �uhlem 45 °
po cel�e plo�se podlo�zn��ho skla) a bez oplachov�an�� nechat zaschnout na vzduchu.

� D�ule�zit�e je vytvo�rit tenk�y �lm barviva s dostate�cn�e z�red�en�ymi bu�nkami.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 Ö s imerz��.

Hodnocen��

V prepar�atu jsou viditeln�e neobarven�e bu�nky na �sed�em pozad�� (obr. 46). Porovnat mezi prepar�aty
tvar a velikost bun�ek r�uzn�ych druh�u jednoho bakteri�aln��ho rodu. V�ysledek ovliv�nuje tlou�st ’ka
vrstvy barviva (siln�y n�anos m�u�ze po zaschnut�� praskat) a koncentrace barviva.

Obr. 46: Negativn�� barven�� nigrosinem, Azotobacter vinelandii (A), Bacillus megaterium (B),
B. mycoides (C), B. sphaericus (D), B. thuringiensis (E) (archiv autorek)

Negativn�� barven�� Kongo �cerven��

� Asepticky p�ren�est bu�nky do mal�e kapky Kongo �cerven�e na podlo�zn��m skl���cku.

� Rozet�r��t jemn�ym tahem druh�eho skl���cka (p�rilo�zen�eho pod �uhlem 45 ° po cel�e plo�se podlo�zn��ho
skla) a nechat zaschnout na vzduchu.

� Opl�achnout 1 % HCl, ihned sl��t, neoplachovat, p�r��padn�e dosu�sit �ltra�cn��m pap��rem.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 Ö s imerz��.

Negativn�� barven�� pouzder nigrosinem u z�astupc�u rodu Azotobacter

� Do kapky vody na podlo�zn��m skl���cku p�ren�est mal�e mno�zstv�� bun�ek ze slizovit�e kolonie,
sm��chat s kapkou nigrosinu a p�rikr�yt kryc��m skl���ckem.

� Zbytek tekutiny ods�at a pozorovat pod objektivem 60 Ö .

� �Sedav�e bu�nky jsou obklopeny b��l�ymi pouzdry a pozad�� je tmav�e. Nigrosin nabarv�� bu�nky
a pozad��, nikoli pouzdra, ta jsou takto nebarviteln�a.
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Negativn�� barven�� pouzder nigrosinem u z�astupc�u rodu Azotobacter , do-
barven�� bun�ek metylenovou mod�r��

� Rozm��chat kapku nigrosinu s kapkou vody na podlo�zn��m skl���cku, do suspenze p�ren�est bu�nky,
rozet�r��t po skl���cku a nechat zaschnout.

� N�at�er pokr�yt na 3 minuty roztokem metylenov�e mod�re, opl�achnout vodou a osu�sit.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 Ö s imerz��.

Hodnocen��

Modr�e bu�nky jsou obklopeny sv�etl�ymi pouzdry, pozad�� je tmav�e.

Negativn�� barven�� pouzder Kongo �cerven�� u z�astupc�u rodu Azotobacter ,
dobarven�� bun�ek metylenovou mod�r��

� Do kapky Kongo �cerven�e na podlo�zn��m skl���cku nan�est kulturu, suspenzi rozet�r��t a nechat
zaschnout.

� P�revrstvit na n�ekolik sekund HCl. Kyselinu sl��t, neoplachovat, dosu�sit �ltra�cn��m pap��rem.

� Na 3 minuty p�revrstvit metylenovou mod�r��, sl��t, opl�achnout vodou a usu�sit na vzduchu.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 Ö s imerz��.

Hodnocen�� (obr. 47)

Modr�e bu�nky a cysty obklopen�e sv�etl�ymi pouzdry na tmav�em pozad��.

Obr. 47: Negativn�� barven�� z�astupc�u rodu Azotobacter (archiv autorek)

P�r��m�e barven�� pouzder hork�ym karbolfuchsinem

V�ypary karbolfuchsinu jsou jedovat�e, ve cvi�cen�� se neprov�ad��.

Nativn�� prepar�at pro pozorov�an�� endospor u z�astupc�u rodu Bacillus
(obr. 48)

� Do kapky steriln�� destilovan�e vody na podlo�zn��m skl���cku nan�est kulturu, rozm��chat a p�rekr�yt
kryc��m skl���ckem (nep�rikl�adat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nep�ritla�covat).

� Bu�nky z tekut�eho m�edia pozorovat p�r��mo v bujonu bez �red�en�� v kapce vody.

� Ihned pozorovat p�ri f�azov�em kontrastu (objektiv 60 Ö nebo 100Ö ), prepar�at rychle vysych�a.
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Obr. 48: Pou�zit�� f�azov�eho kontrastu u sporuluj��c��ch bakteri��; Bacillus cereus (A), B. megaterium
(B), B. sphaericus (C), B. subtilis (D), B. thuringiensis (E), Paenibacillus polymyxa(F) (archiv
autorek)

Barven�� endospor malachitovou zelen�� - Schae�er-Fultonova metoda

� Zaschl�y n�at�er bun�ek na podlo�zn��m skl���cku �xovat troj��m prota�zen��m v plamenu.

� N�at�er p�revrstvit malachitovou zelen��, zah�r��vat 3-4 Ö do v�ystupu par po dobu 5 minut,
pr�ub�e�zn�e dopl�novat barvivo.

� Opl�achnout vodou, p�revrstvit na 1{3 minuty bez zah�r��v�an�� pro dobarven�� kontrastn��m bar-
vivem (Kongo �cerve�n).

� Opl�achnout vodou, usu�sit, pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 Ö s imerz��.

Hodnocen��

Zelen�e endospory uvnit�r �cerven�ych bun�ek, lze hodnotit tvar a um��st�en�� endospor uvnit�r bun�ek
i uvoln�en�ych endospor (obr. 49).

Obr. 49: Endospory Bacillus cereus (A) a Paenibacillus alvei (B) obarven�e Schae�er-Fultonovou
metodou (archiv A. V�avrov�e)
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� Byly endospory, pouzdra, cysty a bu�nky dob�re odli�siteln�e a pozorovateln�e?

� Byl rozd��l ve velikosti pouzdra u izol�atu z p�udy a sb��rkov�e kultury?

� Byly endospory u r�uzn�ych kultur um��st�en�e stejn�e?

� M�ely endospory stejn�y tvar a velikost?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

� Songer J. G., Clostridia as agents of zoonotic disease. Vet. Microbiol., 2010, 140: 399-404.

� Seznam protein�u zahrnut�ych do procesu sporulace (zdroj: . 3. 2016).

Kontroln�� ot�azky

1. Kterou �c�ast prepar�atu barv��me p�ri negativn��m barven��?

2. Jak je mo�zno v prepar�atu zv�yraznit pouzdra?

3. K �cemu slou�z�� prepar�at barven�y Schae�er-Fultonovou metodou, jak�a barviva a k �cemu se p�ri
t�eto metod�e pou�z��vaj��?

4. Kolik je v bakteri�aln�� bu�nce p�r��tomno endospor a jak je m�u�zeme pozorovat?

5. Kde v bu�nce mohou b�yt endospory um��st�eny?

6. Lze endospory pozorovat pod f�azov�ym kontrastem? Pokud ano, jak se v prepar�atu jev��?

7. Co je germinace?

8. Zvl�a�stnosti endospory (po�cet, um��st�en��, tvar, slo�zen��).

9. Jmenujte 2 rody sporuluj��c��ch bakteri��.

10. Jak�e v�yhody poskytuje negativn�e barven�y a nativn�� prepar�at pro pozorov�an�� morfologie
bakteri�aln��ch bun�ek?

11. Jak�ymi mikroskopick�ymi technikami se pozoruj�� endospory?

12. K �cemu slou�z�� posouzen�� r�uzn�eho tvaru a um��st�en�� endospor u r�uzn�ych druh�u rodu Bacillus?

13. Pro�c je barven�� spor problematick�e?

14. Jsou negativn��m barven��m obarveny bu�nky?

http://www.uniprot.org/uniprot/?query=sporulation&sort=score#;.8
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C��l cvi�cen��

Stanovit celkov�y po�cet psychro�ln��ch a mezo�ln��ch bakteri�� na univerz�aln��m m�ediu a indik�atorov�e
skupiny bakteri�� na selektivn�e diagnostick�ych m�edi��ch ze vzorku pitn�e (studna, kohoutkov�a voda)
nebo povrchov�e (rybn��k, �reka, p�rehrada, atd.) vody.

�Uvodn�� slovo

Voda je jedn��m z p�rirozen�ych stanovi�st ’ bakteri��. Jejich mno�zstv�� a druhov�e zastoupen�� z�avis�� na
zdroj��ch uhl��ku a dus��ku a na p�r��tomnosti kysl��ku. Mno�zstv�� mikroorganizm�u z�avis�� na vlastnostech
prost�red�� (hloubka, p�r��tomnost �zivo�cich�u a rostlin, proud vody, pH, teplota, vzd�alenost od b�rehu,
atd.).

Mezi typick�e vodn�� bakterie ( autochtonn�� vodn�� bakterie) pat�r�� nap�r. Chromobacterium,
Flavobacterium, Sphaerotilus, Leptothrix a Spirillum .

Pokud je ve vod�e velk�e mno�zstv�� organick�e hmoty, v��ce se vyskytuj�� anaerobn�� nebo fakul-
tativn�e anaerobn�� bakterie (nap�r. Clostridium ).

Splavov�an��m p�udy se do vody nav��c dost�avaj�� aerobn�� p�udn�� bakterie , nap�r. Micrococcus,
Streptomycesa koryneformn�� bakterie Corynebacterium, Brevibacterium. Vzhledem k mohutn�emu
enzymatick�emu syst�emu je jejich v�yskyt limitov�an koncentrac�� �zivin.

Kr�atkodob�e se ve vod�e mohou vyskytovat pro �clov�eka z�ava�zn�ej�s�� bakteri�aln�� kontaminanty,
p�redev�s��m z�astupci termotolerantn��ch (fek�aln��ch) koliformn��ch bakteri�� a intestin�aln��ch enterokok�u
a n�ekter�e druhy rodu Clostridium . Za ur�cit�ych podm��nek m�u�zeme izolovat i patogenn�� bakterie
(nap�r. Salmonella typhi), ale voda pro n�e nen�� vhodn�ym stanovi�st�em, p�re�z��vaj�� jen omezen�e.

Cyanobakterie maj�� gramnegativn�� typ bun�e�cn�e st�eny a b�e�zn�e se vyskytuj�� ve vod�e, p�ud�e
ale i na pou�st��ch a v pol�arn��ch oblastech. Maj�� schopnost fotosynt�ezy, bu�nky obsahuj�� chlorofyl
v tylakoidech a fykobilizomy (ostatn�� bakterie schopn�e fotosynt�ezy obsahuj�� bakteriochlorofyl). Od
ostatn��ch prokaryot se odli�suj�� p�r��tomnost�� vn�ej�s��ho obalu z polysacharid�u �ci polypeptid�u (glyko-
kalyx), plynn�ych m�ech�y�rk�u a p�r��tomnost�� enzymu RUBISCO v karboxyzomech. Dal�s�� zvl�a�stnost��
jsou diferencovan�e bu�nky: heterocysty (�xace N 2), akinety (klidov�a st�adia), baeocyty (reproduk�cn��
funkce). Pro masivn�� rozvoj ve vod�e pot�rebuj�� fosfor, vy�s�s�� teploty, ur�cit�e pH a dostatek �zivin. Mo-
hou do prost�red�� uvol�novat cyanotoxiny a zp�usobovat tzv. vodn�� kv�et. Vybran�� z�astupci: Spirulina ,
Nostoc, Anabaena, Chroococcus, Cyanobacterium, Microcystis.

Speci�ck�e prost�red�� pro mikroorganizmy jsou mo�re a oce�any. Mikroorganizmy jsou sou�c�ast��
planktonu a �u�castn�� se kolob�ehu prvk�u, mus�� b�yt tolerantn�� k soli, teplot�e i tlaku, nap�r. Shewanella,
Vibrio , Marinobacter, Colwellia, Thiomargarita namibiensis. V hlubokomo�rsk�ych p�r��kopech se
vyskytuj�� extremo�ln�� mikroorganizmy (teplota, tlak), p�redev�s��m z dom�eny Archaea.

Rutinn�� mikrobiologick�y rozbor vody je slo�zkou komplexn��ho posouzen�� kvality vody a jeho
proveden�� a vyhodnocen�� se �r��d�� st�atn�� normou. P�ri rozboru vody nelze pro materi�alovou a �casovou
n�aro�cnost stanovit v�sechny p�r��tomn�e mikroorganizmy v�cetn�e patogenn��ch. Proto se pro zji�st�en��
v�yskytu z hygienick�eho hlediska z�avadn�ych bakteri�� vyu�z��v�a stanoven�� tzv. indik�atorov�ych
skupin bakteri�� , kter�e maj�� stejn�y ekologick�y charakter a lze je rychle a jednodu�se stanovit.
Stanoven�� indik�atorov�ych skupin (koliformn�� bakterie, fek�aln�� koliformn�� bakterie, enterokoky, me-
zo�ln�� bakterie, psychro�ln�� bakterie, bezbarv�� bi�c��kovci a dal�s�� mrtv�e a �ziv�e organizmy) napov��,
jak�e skupiny mikrob�u voda obsahuje. Pitn�a voda nesm�� obsahovat termotolerantn�� (fek�aln��) koli-
formn�� bakterie a intestin�aln�� enterokoky. Termotolerantn�� koliformn��, fermentuj��c�� st�revn�� bakterie
jsou d�ukazem fek�aln��ho zne�ci�st�en�� vody, co�z m�u�ze znamenat i p�r��tomnost patogen�u. Na selektivn��ch
m�edi��ch pro stanoven�� indik�ator�u se test na vyu�z��v�an�� substr�at�u projev�� ur�cit�ym zbarven��m kolonie.
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Indik�atorov�a hodnota intestin�aln��ch enterokok�u a fek�aln��ch koliformn��ch bakteri�� nen�� a nem�u�ze
b�yt jednozna�cn�a, je diskutov�ana, zat��m v�sak nebyly jako z�akladn�� organizmy hygienick�eho hlediska
uspokojiv�e nahrazeny.

Endo agar je selektivn�e diagnostick�e m�edium s bazick�ym fuchsinem, kter�y eliminuje r�ust
grampozitivn��ch bakteri��, a s lakt�ozou jako zdrojem uhl��ku. �St�epen�� lakt�ozy je typick�e pro fermen-
tuj��c�� koliformn�� bakterie. Indik�atorem prob�ehl�e biochemick�e reakce �st�epen�� substr�atu lakt�ozy je
Schi�ovo reagens, kter�e indikuje acetaldehydy. Na Endov�e p�ud�e roste v�et�sina nen�aro�cn�ych gramne-
gativn��ch aerobn��ch a fakultativn�e anaerobn��ch bakteri��. P�ri hodnocen�� se po�c��taj�� kolonie lakt�oza
pozitivn��ch bakteri��, kter�e rostou v tmavorud�ych koloni��ch (m�edium z�cerven�a), Escherichia coli
v�et�sinou i s kovov�e zlat�ym leskem. Lakt�ozu ne�st�ep��c�� druhy rostou v r�u�zov�ych a�z pr�uhledn�ych
koloni��ch a do v�ypo�ctu se nezahrnuj��. Kultivace prob��h�a p�ri 37 ° C.

Slanetz-Bartley agar se vyu�z��v�a pro stanoven�� enterokok�u. M�edium obsahuje trifenyl-
tetrazolium chlorid, kter�y enterokoky redukuj�� na �cerven�y formazan, kolonie s tmav�e rud�ym pig-
mentem. Azid sodn�y slou�z�� jako selektivn�� �cinidlo pro potla�cen�� r�ustu gramnegativn��ch bakteri��.
Doporu�cuje se kultivace p�ri 44 ° C, proto�ze p�ri 37 ° C mohou na m�ediu vyr�ust i streptokoky. Dal�s��
kon�rma�cn�� testy pro odli�sen�� od ostatn��ch streptokok�u je nap�r. vyu�zit�� antibiotik. P�ri hodnocen��
se po�c��taj�� �cerven�e kolonie nebo kolonie s �cerven�ym st�redem a r�u�zov�ymi okraji; b��l�e a bezbarv�e
kolonie �ci mal�e �cerven�e kolonie (men�s�� ne�z 2 mm) se nepo�c��taj��.

Agar mF C obsahuje lakt�ozu. Selektivn�� �cinidlo pro grampozitivn�� organizmy jsou �zlu�cov�e
soli. M�edium obsahuje anil��novou mod�r, kter�a kolonie zbarv�� do modra. P�ri hodnocen�� se nepo�c��taj��
sv�etle r�u�zov�e a �sed�e kolonie. Kultivace prob��h�a p�ri 44 ° C.

TYEA agar obsahuje trypton, kvasni�cn�y extrakt a agar. Je to univerz�aln�� p�uda (nese-
lektivn�� m�edium), kter�a slou�z�� pro stanoven�� celkov�eho po�ctu mikroorganizm�u (obecn�e zne�ci�st�en��
vody). P�ri hodnocen�� se po�c��taj�� v�sechny narostl�e typy koloni�� schopn�e r�ust za ur�cit�e teploty.
Kultivace prob��h�a p�ri 22 ° C pro psychro�ln�� a p�ri 37 ° C pro mezo�ln�� mikroorganizmy.

Psychro�ln�� mikroorganizmy jsou bakterie s optimem r�ustu okolo 20 ° C, kter�e indikuj��
p�r��tomnost organick�ych l�atek rychle rozlo�ziteln�ych bakteriemi p�ri n��zk�ych teplot�ach. Jejich stano-
ven�� se prov�ad�� u pitn�ych vod, u povrchov�ych vod p�redev�s��m v p�r��pad�e vyu�zit�� zdroje k �uprav�e
na vodu pitnou. Pouze jejich velmi vysok�y po�cet znamen�a p�r��tomnost mnoha organick�ych l�atek
ve vod�e. Psychro�ln�� bakterie jsou p�rirozen�ymi autochtony vod.

Mezo�ln�� bakterie jsou bakterie s optimem r�ustu okolo 37 ° C, kter�e indikuj�� zne�ci�st�en��
mikro
�orou teplokrevn�ych �zivo�cich�u a �clov�eka, v�cetn�e mo�zn�ych patogenn��ch mikrob�u. Ve vod�e je
povolen pouze jejich n��zk�y po�cet.

Jako koliformn�� bakterie se ozna�cuj�� n�ekter�e druhy gramnegativn��ch bakteri�� z �celedi
Enterobacteriaceae, kter�e p�ri kultivaci na selektivn�e-diagnostick�ych p�ud�ach rozkl�adaj�� lakt�ozu
b�ehem 24{48 hodin. Typick�y a b�e�zn�e roz�s���ren�y z�astupce je druh Escherichia coli �zij��c�� p�rev�a�zn�e
v tr�avic��m traktu teplokrevn�ych �zivo�cich�u v�cetn�e �clov�eka. Je indik�atorem fek�aln��ho zne�ci�st�en�� se
schopnost�� r�ustu i p�ri teplot�ach 42{44 ° C. Krom�e E. coli pat�r�� ke koliformn��m termotolerantn��m
bakteri��m i druhy rod�u Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella, kter�e se krom�e tr�avic��ho traktu mo-
hou vyskytovat i v jin�ych prost�red��ch. Pro kultivaci koliformn��ch bakteri�� se pou�z��v�a �rada �zivn�ych
m�edi��, v�et�sinou s obsahem lakt�ozy. P�r��tomnost termotolerantn��ch koliformn��ch bakteri�� ve vod�e je
mo�zn�ym d�ukazem zne�ci�st�en�� fek�aliemi, tedy i p�r��padn�eho zne�ci�st�en�� st�revn��mi patogenn��mi bak-
teriemi (Salmonella, enterotoxigenn�� Escherichia coli). V p�r��pad�e, �ze je podez�ren�� na p�r��tomnost
patogen�u, je pot�reba roz�s���rit z�akladn�� rozbor o jejich stanoven��.

Stanoven�� termotolerantn��ch fek�aln��ch koliformn��ch bakteri�� proveden��m tzv. tep-
lotn��ho testu potvrd�� �cerstv�e fek�aln�� zne�ci�st�en�� . Odli�s�� bakterie poch�azej��c�� ze star�s��ho zne�ci�st�en��,
kter�e jsou ji�z sou�c�ast�� heterotrofn��ho spole�censtva dan�e lokality. Test se prov�ad�� p�ri teplot�e 44 ° C
na mFC m�ediu.

Enterokoky (nap�r. E. faecalis, E. faecium, E. gallinarium , E. avium) jsou skupina fakulta-
tivn�e anaerobn��ch grampozitivn��ch kok�u, kter�a se vyskytuje v tr�avic��m traktu �clov�eka a �zivo�cich�u,
ale i b�e�zn�e v prost�red��. Enterokoky, na rozd��l od ostatn��ch streptokok�u, rostou za p�r��tomnosti
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chloridu sodn�eho (6,5%), p�ri z�asadit�em pH 9,6 a v rozmez�� 10{45 ° C. Vyzna�cuj�� se relativn�e vy�s�s��
termorezistenc�� a odolnost�� v�u�ci dal�s��m fyzik�aln��m a chemick�ym vliv�um okoln��ho prost�red��. Pouze
intestin�aln�� enterokoky ( E. faecalis, E. faecium) jsou pova�zov�any za v�yznamn�y indik�ator �cerstv�eho
fek�aln��ho zne�ci�st�en��, p�redev�s��m ve vod�ach pitn�ych, upravovan�ych dezinfekc��.

Pravidla odb�eru vzorku p�red jeho kultivac�� - mikrobiologick�e rozbory

N�adoby na vzorky mus�� b�yt z pr�uhledn�eho a nezabarven�eho materi�alu (sklo, polyetylen, polypro-
pylen). N�adoby na vzorky mus�� b�yt sterilizov�any v autokl�avu p�ri 121 ° C po dobu nejm�en�e 15 minut
(sklo, polypropylen), proj��t suchou sterilizac�� p�ri 160 ° C a�z 170 ° C po dobu nejm�en�e 1 hodiny (sklo)
nebo mus�� b�yt deklarovan�e jako steriln�� p�r��mo od v�yrobce. P�ri odb�eru vzorku mus�� b�yt dodr�zena
aseptick�a pr�ace. Vzorky je nutno chr�anit b�ehem cel�e p�repravy p�red vystaven��m sv�etlu, zejm�ena
p�r��m�emu slune�cn��mu z�a�ren��. Vzorek je t�reba a�z do p�r��jezdu do laborato�re uchov�avat v chladic��m
boxu nebo chladni�cce (podle klimatick�ych podm��nek) p�ri teplot�e okolo 4 ° C. Potrv�a-li p�reprava do
laborato�re d�ele ne�z 4 hodiny, je nutn�a p�reprava v chladni�cce. Doba mezi odb�erem vzorku a pro-
veden��m rozboru mus�� b�yt co nejkrat�s��, ide�aln�e do 24 hodin p�ri uchov�an�� vzorku v temnu p�ri
teplot�e 4 ° C ± 3 ° C. Dojde-li k prodlen�� mezi odb�erem vzork�u a proveden��m rozboru, uprav�� se
nam�e�ren�a koncentrace bakteri�� podle zn�am�ych vzorc�u rozkladu, aby byla stanovena koncentrace
bakteri�� v okam�ziku odb�eru.

Pitn�a voda

Problematiku pitn�ych vod �re�s�� vyhl�a�ska 252/2004 Sb. Posouzen�� kvality pitn�e vody se prov�ad��
rozbory 2 typ�u. P�ri kr�acen�em rozboru jsou m�e�reny pouze n�ekter�e chemick�e a mikrobiologick�e
parametry. V�et�sinou je vy�zadov�an p�r��slu�sn�ym �u�radem u kolaudac�� studen soukrom�ych osob. V lo-
kalit�ach, kde se nach�az�� nap�r. uran, arsen, antimon a dal�s�� prvky, jejich�z kvalitu je pot�reba rovn�e�z
sledovat, je rozbor nutno roz�s���rit i o geologick�e souvislosti. Majitel�e studn�� by si m�eli pravideln�e
nech�avat prov�ad�et laboratorn�� rozbory pitn�e vody, kter�e prov�ad�ej�� zdravotn�� �ustavy i n�ekter�e akre-
ditovan�e soukrom�e �rmy. Zkr�acen�y rozbor, kter�y p�rijde �r�adov�e asi na 1500 - 3000 K�c, obsahuje
vy�set�ren�� na mikroby, barvu, z�akal, chemickou spot�rebu kysl��ku a velice omezen�e mno�zstv�� che-
mick�ych l�atek. Zkoumaj�� se l�atky obsahuj��c�� dus��k, tj. dusi�cnany, dusitany a amoniak. Kompletn��
rozbor vody, kter�y je m�e�ren dle cel�eho rozsahu vyhl�a�sky 252/2004 Sb. je po�zadov�an zdravotn��mi
�ustavy u provozovatel�u ve�rejn�ych vodovod�u, u podnik�u ve�rejn�eho stravov�an��, hotel�u atd. s vlastn��m
zdrojem pitn�e vody. �Cetnost rozbor�u ur�cuje p�r��slu�sn�y zdravotn�� �ustav. Od roku 2004 se v�sechna
data z m�e�ren�� vodovod�u a tak�e z baz�en�u, ve�rejn�ych koupali�st ’ apod. zas��laj�� do datab�aze pitn�ych
vod tzv. PiVo Ministerstva zdravotnictv�� �CR.

Povrchov�a voda

Sledov�an�� kvality vod ve vodn��ch toc��ch a n�adr�z��ch spravuj�� jednotliv�a povod�� - Povod�� Labe, Vl-
tavy, Odry, Oh�re a Moravy. Dal�s�� m�e�ren�� prov�ad�� �Cesk�y hydrometeorologick�y �ustav, V�yzkumn�y
�ustav vodohospod�a�rsk�y TGM a St�atn�� meliora�cn�� spr�ava. Jakost vod se v�yznamn�e zlep�sila p�redev�s��m
d��ky v�ystavb�e nov�ych �cist��ren odpadn��ch vod, omezen��m pou�z��v�an�� hnojiv v zem�ed�elstv�� a ome-
zov�an��m pr�umyslov�ych v�yrob. Probl�emem z�ust�av�a mikrobi�aln�� zne�ci�st�en��, kter�e poch�az�� p�redev�s��m
z komun�aln��ch zdroj�u zne�ci�st�en��. N�ar�ust po�ctu bakteri�� zp�usoben�y vypou�st�en��m komun�aln��ch od-
padn��ch vod je p�r���cinou, pro�c velk�e vodn�� toky v�et�sinou nejsou vhodn�e ke koup�an��. Mikrobiologick�e
parametry nejsou p�ri rozborech odpadn��ch vod platnou legislativou vy�zadov�any (Na�r��zen�� vl�ady
61/2003). Samotn�e sledov�an�� vzniklou situaci ne�re�s�� a mo�znost��, jak sn���zit stupe�n mikrobi�aln��ho
zne�ci�st�en�� odpadn��ch vod je jejich dezinfekce, kter�a je problematick�a z hlediska technologi�� a tak�e
�nan�cn�e n�aro�cn�a.



102 Z�akladn�� mikrobiologick�y rozbor vody

Odpadn�� vody

Velmi obecn�e lze �r��ci, �ze odpadn�� vody jsou vody, kter�e maj�� po pou�zit�� zm�en�enou jakost. U pr�umy-
slov�ych odpadn��ch vod jsou d�any emisn�� limity pro jejich vypou�st�en��, hodnoty pr�um�ern�e a hodnoty
maxim�aln��, tj. nep�rekro�citeln�e hodnoty, kter�e stanovuje vodopr�avn�� �u�rad. Anal�yza odpadn��ch vod
je prov�ad�ena v akreditovan�ych laborato�r��ch periodicky na z�aklad�e rozhodnut�� p�r��slu�sn�eho �u�radu.
Pro n�ekter�e typy odpadn��ch vod b�yv�a na�r��zen i tzv. 2hodinov�y, nebo i 24hodinov�y odb�er, aby se
zajistila pr�um�ern�a hodnota m�en��c��ch se parametr�u v t�echto vod�ach.

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

� TYEA (trypton, yeast extract, agar)

� Slanetz-Bartley (SB) agar, Endo agar, mFC agar

� Fyziologick�y roztok, pipety, hokejky, zkumavky

� Vzorek vody (pitn�a/povrchov�a voda)

Postup

Pitn�a voda { neo�cek�av�ame zne�ci�st�en��, pou�z��vat ne�red�en�y vzorek a �red�en�� 10� 1.
Povrchov�a voda { o�cek�av�ame zne�ci�st�en��, pou�z��vat �red�en�� 10� 1 a 10� 2.
V protokolu v�zdy uv�est zdroj vody!
Ka�zd�e �red�en�� o�ckovat na min. 2 misky pro vytvo�ren�� aritmetick�eho pr�um�eru (obr. 50).
Postup ve cvi�cen�� vych�az�� z normy �CSN 830521; v dne�sn�� dob�e je v�sak platn�y postup dle

Vyhl�a�sky �c. 252/2004 Sb. (modi�kace pou�zit�ych m�edi�� k z�achytu dan�ych bakteri�aln��ch druh�u;
upraven�a m�edia pro jin�e indik�atorov�e skupiny bakteri�� po �ltraci vody).

Obecn�e zne�ci�st�en��

� Vzorek vody na�redit na koncentraci 10� 1, p�r��padn�e 10 � 2 dle typu vzorku (0,5 ml vzorku do
4,5 ml fyziologick�eho roztoku).

� Vzorek dob�re prom��chat a 1 ml ka�zd�eho �red�en�� pipetovat do steriln��ch Petriho misek.

� P�rel��t zhruba 15 ml temperovan�eho TYEA m�edia.

� Kultivace prob��h�a p�ri 22 (psychro�lov�e) a 37 ° C (mezo�lov�e).

� Celkem je pot�reba 8 misek pro jeden vzorek (2 �red�en�� po 2 misk�ach a teploty kultivace 22
a 37 ° C).

Stanoven�� indik�ator�u pomoc�� selektivn�e diagnostick�ych m�edi��

� Vzorek vody na�redit na koncentraci 10� 1, p�r��padn�e 10 � 2 dle typu vzorku (0,5 ml vzorku do
4,5 ml fyziologick�eho roztoku).

� Vzorek dob�re prom��chat a 0,1 ml vzorku ka�zd�eho �red�en�� pipetovat na p�ripraven�e agary
v Petriho misk�ach (SB, ENDO a mFC agar) a rozet�r��t bakteriologickou L-kli�ckou.

� Kultivace prob��h�a p�ri 37 (ENDO agar) a p�ri 44 ° C (SB a mFC agar).
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� P�ri stanoven�� enterokok�u z pitn�e vody (SB agar) je mo�zn�e koncentrovat vzorek pomoc��
�ltrace vzorku p�red kultivac��.

Obr. 50: Po�cet misek pro 1 vzorek p�ri rozboru vody (�red�en�� jsou uvedena pro pitnou vodu) (archiv
autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

Na TYEA agaru po�c��tat v�sechny typy narostl�ych koloni�� (obr. 51).

Obr. 51: R�ust bakteri�� na TYEA agaru (archiv autorek)

Na Endo agaru (obr. 52) po�c��tat kovov�e leskl�e kolonie E. coli, tmav�e �cerven�e kolonie
ostatn��ch koliformn��ch bakteri��. R�u�zov�e �ci pr�uhledn�e kolonie zna�c�� lakt�oza negativn�� bakteri�aln��
izol�aty, nepo�c��taj�� se.

Obr. 52: R�ust bakteri�� na Endo agaru (archiv autorek)
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Na SB agaru (obr. 53) po�c��tat temn�e �cerven�e kolonie �ci kolonie s �cerven�ym st�redem
a r�u�zov�ym okrajem = presumptivn�� intestin�aln�� enterokoky.

Obr. 53: R�ust presumptivn��ch enterokok�u na SB agaru (archiv autorek)

Na mFC agaru (obr. 54) po�c��tat �alov�e a�z tmavomodr�e lakt�oza pozitivn�� kolonie (pre-
sumptivn�� intestin�aln�� enterokoky), nepo�c��tat sv�etle r�u�zov�e a �sed�e kolonie.

Obr. 54: R�ust bakteri�� na mFC agaru (archiv autorek)

Pro posouzen�� v�ysledk�u je nutn�e v�ysledky p�repo�c��tat na CFU/ml v p�uvodn��m vzorku.
K hodnocen�� vybrat dvojici misek vhodn�eho �red�en�� (misky se zhruba 20 - 200 koloniemi) a spo�c��tat
po�cet koloni��. Kolonie po�c��tat ze dna misky a ozna�cit �xou na sklo te�ckou. Ze z��skan�ych hodnot
vypo�c��tat pr�um�er, �c��slo vyn�asobit kladnou hodnotou �red�en��. V p�r��pad�e nan�a�sen�� 0,1 ml vzorku na
misku (selektivn�� m�edia) nav��c hodnotou 10 (p�repo�cet na 1 ml). V�ysledky porovnat s tabulkami
hodnot pro rozbor vody Vyhl�a�sky �c. 252/2004 Sb. (obr. 55).
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Obr. 55: V�yb�er po�zadavk�u na mikrobiologickou a biologickou anal�yzu pitn�e a povrchov�e vody
(Vyhl�a�ska �c. 252/2004 Sb.)
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Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Baudi�sov�a D., Spr�avnost a p�resnost v�ysledk�u p�ri mikrobiologick�ych anal�yz�ach vody, V �UV,
1998 (zdroj: http://www.mzp.cz/ris/ais-ris-info-copy.nsf/4d735�9c7e64b58c12569e7001a2d9c/
3e5d5bba30e14c0a8025680e003396c6?OpenDocument; 13. 3. 2016)

� Centrum pro cyanobakterie a jejich toxiny, www.sinice.cz (13. 3. 2016)

� Fykologick�a laborato�r P�r��rodov�edeck�e fakulty Jiho�cesk�e univerzity, www.sinicearasy.cz
(13. 3. 2016)

� Kvalita pitn�e vody, http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/kvalita.htm (13. 3. 2016)

� Vyhl�a�ska �c. 252/2004 Sb. (zdroj: http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/vyhl.htm, 13. 3. 2016)

Kontroln�� ot�azky

1. Jak�e mohou b�yt zdroje nep�resnost�� p�ri mikrobiologick�em rozboru vody?

2. Jak se li�s�� postup p�ri z�akladn��m mikrobiologick�em rozboru vody povrchov�e a pitn�e?

3. Jak�y je postup stanoven�� celkov�eho po�ctu psychro�ln��ch a mezo�ln��ch bakteri�� ve vzorku
vody pitn�e nebo povrchov�e?

4. Jak�a selektivn�e diagnostick�a m�edia m�u�zeme pou�z��t p�ri z�akladn��m mikrobiologick�em rozboru
vody? Po�c��t�ame na nich v�sechny kolonie?

5. Jak�a je bakteri�aln�� indik�atorov�a skupina pro z�akladn�� mikrobiologick�y rozbor vody?

6. Vyu�z��v�an�� jak�eho cukru se sleduje na Endov�e agaru?

7. Po�c��taj�� se na selektivn�e diagnostick�ych m�edi��ch v�sechny bakteri�aln�� kolonie?

8. Jmenujte alespo�n 4 druhy bakteri�� p�rirozen�e os��dluj��c�� vody.

http://www.mzp.cz/ris/ais-ris-info-copy.nsf/4d735ff9c7e64b58c12569e7001a 2d9c/3e5d5bba30e14c0a8025680e003396c6?OpenDocument
http://www.mzp.cz/ris/ais-ris-info-copy.nsf/4d735ff9c7e64b58c12569e7001a 2d9c/3e5d5bba30e14c0a8025680e003396c6?OpenDocument
www.sinice.cz
http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/kvalita.htm
 http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/vyhl.htm


19 �Uvod do identi�kace bakteri��, bioche-
mick�e testy a standardizovan�e identi�ka�cn��
syst�emy

C��l cvi�cen��

� Identi�kace nezn�am�eho izol�atu pomoc�� fenotypov�ych vlastnost��.

� V�yb�er vhodn�eho kmene pro identi�kaci pomoc�� ENTEROtestu 16.

�Uvodn�� slovo

Z�akladn��m p�redpokladem spr�avn�e identi�kace je pr�ace s �cistou kulturou a jej�� z�akladn�� kultivace
pro pomno�zen�� vzorku. U n�ekter�ych vzork�u kultivace na diagnostick�ych p�ud�ach napov��d�a, o kterou
taxonomickou skupinu se jedn�a.

Identi�kace nezn�am�ych vzork�u bakteri�� spo�c��v�a krok za krokem v hodnocen�� jejich morfo-
logie (makroskopick�e a mikroskopick�e znaky, charakter r�ustu koloni��, identi�ka�cn�� barven�� { Gra-
movo, acidorezistentn��, tvorba endospor, tvorba pouzdra aj.), fyziologick�ych (vztah ke kysl��ku,
teplota r�ustu, rezistence a tolerance k NaCl, �zlu�cov�ym sol��m, antibiotik�um, typ metabolizmu aj.)
a biochemick�ych vlastnost�� (zdroje uhl��ku, redukce nitr�at�u, tvorba indolu aj.). Pokud tyto testy
nevedou k �usp�e�sn�e identi�kaci, pou�zij�� se dopl�nuj��c�� testy, nap�r. serotypizace, fagotypizace, imuno-
chemick�e reakce, chemick�a anal�yza bun�e�cn�e st�eny, produkce toxinu, pr�ukaz speci�ck�ych antigen�u,
aglutinace nebo genotypizace - PCR reakce, sekvenace 16S rRNA, ribotypizace, hybridizace aj.

Testy je mo�zno d�elit na n�ekolik skupin: skl���ckov�e (KOH test, katal�azov�y test), zkumav-
kov�e (OF test, TSI test), pap��rkov�e (ONPG test, oxid�azov�y test), mikrotesty (ENTEROtest).
Desti�ckov�e mikrotesty oproti zkumavkov�ym (jeden test = jedna zkumavka) �set�r�� materi�al, energii,
�cas, prostor a jsou snadno provediteln�e. Souprava zpravidla obsahuje reprezentativn�� soubor 10
a�z 20 biochemick�ych test�u. Mikrotesty pom�ahaj�� odstra�novat nesrovnalosti dan�e individu�aln��mi
rozd��ly v p�r��prav�e m�edi��, proveden�� i hodnocen��. K hodnocen�� se pou�z��vaj�� diagnostick�e tabulky
a po�c��ta�cov�e programy. Testy maj�� dostate�cn�e dlouhou skladovac�� dobu. Pro identi�kaci se u n�as
�casto vyu�z��vaj�� Mikro-LA-Testy (Erba-Lachema); pro identi�kaci gramnegativn��ch fermentuj��c��ch
ty�cek (�celed ’ Enterobacteriaceae) se vyu�z��v�a ENTEROtest a ENTERO Rapid, pro identi�kaci
anaerob�u ANAEROtest 23, pro stafylokoky a mikrokoky STAPHYtest 24, pro rozli�sen�� strep-
tokok�u a enterokok�u STREPTOtest 24, pro identi�kaci gramnegativn��ch nefermentuj��c��ch ty�cek
NEFERMtest 24N.

P�r��klad identi�kace nezn�am�eho vzorku

1. KOH test { odli�sen�� grampozitivn��ch a gramnegativn��ch bun�ek

2. Kultivace na MPA a krevn��m agaru, porovn�an�� vzhledu koloni�� a r�uzn�e teploty kultivace

3. Gramovo barven��, mikroskopie

4. U grampozitivn��ch bun�ek se hodnot�� tvar bun�ek a dal�s�� vlastnosti

(a) ty�cky { po barven�� endospor { sporuluj��c�� (dle vzhledu ur�c��me rod Bacillus), nesporu-
luj��c�� ( Lactobacillus)

(b) koky { dle morfologie shluk�u, hrozn���ck�u ( Staphylococcus) dvojic, �ctve�ric ( Micrococcus),
bal���ck�u, sarcin ( Sporosarcina), �ret��zk�u (streptokoky).
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(c) katal�azov�y test { pozitivn�� nap�r. u rodu Staphylococcus

5. U gramnegativn��ch bun�ek se hodnot�� tvar bun�ek (gramnegativn�� koky jsou m�en�e �cast�e,
v�et�sinou jde o patogeny) a dal�s�� vlastnosti

(a) OF test - bakterie fermentuj��c�� (fakultativn�e anaerobn�� metabolizmus, nap�r. enterobak-
terie); bakterie s respiratorn��m metabolizmem (nap�r. pseudomon�ady).

(b) Oxid�azov�y test slou�z�� k odli�sen�� bakteri�� s respiratorn��m a fermentatorn��m metabo-
lizmem.

�Celed’ Enterobacteriaceae je klinicky nejd�ule�zit�ej�s�� po�cetn�a �celed ’ (cca 150 druh�u) gram-
negativn��ch ty�cinek (1{6 µ m dlouh�e a 0,3{1 µ m �sirok�e), kter�a je d�ule�zit�a i pro neklinick�a odv�et��
mikrobiologie. Enterobakterie netvo�r�� endospory ani cysty; jsou to nepohybliv�e nebo peritrich�aln��,
nen�aro�cn�e chemoautotrofn�� bakterie. Rostou v rozmez�� 18{40 ° C s optimem p�ri 37 ° C. �Celed’
zahrnuje fakultativn�e anaerobn�� druhy, v�et�sina �zije v prost�red�� a d�ale �casto v tr�avic��m traktu ob-
ratlovc�u jako b�e�zn�a sou�c�ast mikro
�ory. V�et�sina z�astupc�u je nepatogenn��ch, n�ekter�e druhy jsou v�sak
z�ava�zn�ymi p�uvodci onemocn�en��. Mezi nejz�ava�zn�ej�s�� patogeny zp�usobuj��c�� celkov�e infekce pat�r�� Yer-
sinia pestis, tzv. antropopatogenn�� serovary salmonel (serovary Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
a Paratyphi C) a n�ekter�e kmeny Escherichia coli. Proto�ze se st�revn�� enterobakterie spolu s v�ykaly
dost�avaj�� do vn�ej�s��ho prost�red��, jejich p�r��tomnost (nap�r. ve vod�e) ukazuje na fek�aln�� zne�cist�en��.
Rody se navz�ajem rozli�suj�� podle acidi�kace cukr�u a cukern�ych alkohol�u, redukce nitr�at�u, tvorby
sulfanu, hydrol�yzy mo�coviny, KCN-testu, glycerolov�eho testu, tvorby indolu, testu na pohyblivost
aj.. Diagnostick�a m�edia speci�aln�e pro enterobakterie jsou nap�r. End�uv a MacConkey agar, deso-
xychol�at-citr�atov�y agar, Salmonella-Shigella agar, agar s briliantovou zelen��, Simmons-citr�at agar.
Jsou oxid�aza negativn�� (krom�e rodu Plesiomonas), tvo�r�� katal�azu, v�zdy �st�ep�� gluk�ozu a redukuj��
nitr�aty.

Testy pou�zit�e ve cvi�cen��

KOH test slou�z�� k rychl�emu odli�sen�� grampozitivn��ch a gramnegativn��ch bakteri��. Hydroxid dra-
seln�y naru�s�� tenkou peptidoglykanovou vrstvu bun�e�cn�e st�eny u gramnegativn��ch bakteri��. Bun�e�cn�y
lyz�at tvo�r�� visk�ozn�� suspenzi, kter�a se t�ahne za kli�ckou. Nelze pou�z��t u bakteri�� tvo�r��c��ch sliz.

Katal�aza je enzym rozkl�adaj��c�� peroxid vod��ku na voln�y kysl��k a vodu. N�ekter�e bakterie
jsou schopny redukovat kysl��k na peroxid vod��ku, kter�y je pro bu�nky toxick�y. Obrann�y mechani-
zmus sni�zuj��c�� toto po�skozen�� spo�c��v�a v rozkladu peroxidu vod��ku na vodu a kysl��k.

Pro OF test, test na oxidaci/fermentaci (aerobn��/anaerobn�� metabolizmus), se pou�z��v�a
m�edium s gluk�ozou a acidobazick�ym indik�atorem bromthymolovou mod�r��. P�ri �st�epen�� gluk�ozy
doch�az�� ke vzniku kyselin a vznik�a �zlut�e zbaven�� (pozitivn�� reakce), v z�asadit�em prost�red�� indik�ator
modr�a alkalizac�� a p�ri neutr�aln�� reakci je barva m�edia zelen�a. M�edium ve 2 zkumavk�ach (bez
para�nu pro aerobn�� podm��nky, s para�nem pro zaji�st�en�� anaerobn��ch podm��nek) je o�ckov�ano
vpichem, ve sloupci je mo�zno ode�c��st i pohyb bakteri��.

Pozitivn�� oxidaci i fermentaci gluk�ozy (ob�e zkumavky �zlut�e) maj�� fakultativn�e anaerobn��
mikroorganizmy. Pozitivn�� oxidac�� a z�arove�n negativn�� fermentac�� gluk�ozy se vyzna�cuj�� aerobn��
nefermentuj��c�� druhy, nap�r. Pseudomonas. Negativn�� oxidaci i fermentaci gluk�ozy maj�� druhy,
kter�e gluk�ozu nefermentuj�� a ani aerobn�e ne�st�ep��. Gluk�oza vstupuje do bu�nky a je d�ale kataboli-
zov�ana. N�ekter�e mikroorganizmy katabolizuj�� gluk�ozu oxidativn�e za tvorby oxidu uhli�cit�eho a vody.
V�et�sina v�sak katabolizuje gluk�ozu fermentativn�e bez pou�zit�� kysl��ku, n�ekdy i v p�r��tomnosti kysl��ku.
Mikroorganizmy jsou schopny krom�e gluk�ozy fermentovat dal�s�� monosacharidy, disacharidy �ci po-
lysacharidy. Koncov�ymi produkty fermentace jsou mal�e organick�e molekuly, obvykle organick�e
kyseliny (nap�r. kyselina ml�e�cn�a). N�ekter�e mikroorganizmy vytv�a�rej�� p�ri fermentaci plyny (vod��k,
oxid uhli�cit�y). Tvorba kyseliny a plynu se testuje pomoc�� fermenta�cn�� zkumavky. Pro zkva�sov�an��
cukr�u plat�� n�asleduj��c�� pravidla: pokud kultura nekvas�� gluk�ozu, nekvas�� ani jin�y cukr.
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TSI test (tripple-sugar iron ) slou�z�� pro stanoven�� vyu�zit�� lakt�ozy, gluk�ozy, sachar�ozy
a produkci H2S pomoc�� indik�atoru �zeleza podle Hajny �ci jin�ych plyn�u. Jako indik�ator okyselov�an��
cukr�u se vyu�z��v�a acidobazick�a bromkrezolov�a �cerve�n, indik�ator produkce H 2S je �zelezo. N�ekter�e
bakterie uvol�nuj�� sirovod��k z aminokyselin obsahuj��c��ch s��ru. N�ekter�e enterobakterie tvo�r�� siro-
vod��k redukc�� kysl��kat�ych sirn�ych slou�cenin. Produkce sirovod��ku je detekov�ana pomoc�� s��ranu
�zeleznat�eho (vytv�a�r�� se �cern�y, nerozpustn�y sul�d �zeleznat�y). P�ri produkci plynu kva�sen��m gluk�ozy
dole ve zkumavce vznikaj�� bubliny. M�edium je o�ckov�ano vpichem a po �sikm�e �c�asti agaru tzv.
h�adkem. Vyu�zit�� gluk�ozy jako zdroje uhl��ku a energie se posuzuje ve sloupci, vyu�zit�� lakt�ozy a sa-
char�ozy v �sikm�e �c�asti agaru.

Oxid�azov�y test identi�kuje organizmy, kter�e vytv�a�rej�� enzym cytochrom c oxid�azu (po-
sledn�� enzym d�ychac��ho �ret�ezce) �u�castn��c�� se p�renosu elektron�u v elektronov�em transportn��m
�ret�ezci aerobn��ch bakteri�� na kysl��k. Oxid�azov�e �cinidlo obsahuje chromogenn�� oxida�cn�e-reduk�cn��
�cinidlo, kter�e oxidac�� m�en�� barvu do modr�e a�z tmav�e �alov�e. Test se pou�z��v�a k diferenciaci druh�u
rodu Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium. Oxid�aza pozitivn�� jsou nap�r. Pseudomonas ae-
ruginosa, P. putida, P. 
uorescens, Plesiomonasatd.

ONPG test slou�z�� k d�ukazu produkce �-galaktozid�azy, kter�a �st�ep�� lakt�ozu. K proveden��
testu je pou�z��v�an bezbarv�y o-nitrofenyl-�-D-galaktopyranozid, kter�y je v pozitivn��m p�r��pad�e hyd-
rolyzov�an na �zlut�y ortho-nitrofenol.

ENTEROtest 16 se vyu�z��v�a pro identi�kaci fermentuj��c��ch (pozitivn�� test fermentace,
negativn�� oxid�azov�y test) z�astupc�u �celedi Enterobacteriaceae izolovan�ych nap�r. na Endov�e agaru.
Jedn�a se o komer�cn�� syst�em 16 jamkov�ych test�u ve 2 �r�adc��ch. Na jedn�e desti�cce je mo�zno zpra-
cov�avat 6 kmen�u. Test je dopln�en pap��rkov�ym testem pro p�r��tomnost oxid�azy. Potvrzen�� �celedi se
prov�ad�� testem na fermentaci gluk�ozy. Pro odli�sen�� od �celedi Vibrionaceae se prov�ad�� oxid�azov�y
test, vibria �ci aeromon�ady jsou oxid�aza pozitivn��.

Nej�cast�ej�s�� p�r���ciny ne�usp�e�sn�e identi�kace jsou kontaminace vzorku, jin�a hustota nebo objem
suspenze, k�apnut�� inokula do sousedn�� �rady nebo �cinidla do jin�eho sloupce, druh nebo atypick�y
kmen, jeho�z �udaje nejsou uvedeny v tabulce.

Testy v jamk�ach: produkce sirovod��ku (H 2S), dekarboxylace lysinu (LYS), produkce indolu
(IND), dekarboxylace ornithinu (ORN), rozklad mo�coviny (URE), deaminace fenylalaninu (PHE),
hydrol�yza eskulinu (ESC), utilizace citr�atu (SCI), utilizace malon�atu (MAL), produkce kyseliny
z inositolu (INO), adonitu (ADO), celobi�ozy (CEL), sachar�ozy (SUC), sorbitolu (SOR), trehal�ozy
(TRE), mannitolu (MAN).

Proto�ze se v prost�red�� b�e�zn�e vyskytuj�� bakterie s vnitrodruhovou variabilitou fenotypov�ych
znak�u, p�rech�az�� se od identi�ka�cn��ch kl���c�u, kter�e uv�ad�ely pouze pozitivn�� �ci negativn�� reakce, k ta-
bulk�am, kter�e obsahuj�� procento kmen�u dan�eho druhu, u n�eho�z je test pozitivn��. P�ri vyhodnocen��
se v�ysledky (� �ci � ) zapisuj�� pod p�r��slu�sn�e reakce (obr. 56), p�r��padn�e se vyu�zije automatizovan�eho
readeru pro ode�cet s n�asledn�ym vyhodnocen��m pomoc�� p�r��slu�sn�eho softwaru. Ka�zd�a reakce m�a pod
sv�ym ozna�cen��m uvedenu �c��slici, kter�a slou�z�� pro v�ypo�cet �c��seln�eho k�odu. Pokud je reakce pozitivn��,
hodnotu �c��slice p�ri�cteme. Pokud je reakce negativn��, �c��slici nebereme v potaz, tzn. neode�c��t�ame.
�C��seln�e k�ody slou�z�� ke snadn�ej�s��mu vyhodnocen�� a orientaci v tabulk�ach.
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Obr. 56: Vyhodnocen�� ENTEROtestu 16 (archiv autorek)

Pro vyhodnocen�� lze vyu�z��t program TNW, kter�y u vybran�eho v�ysledku vypo�cte identi-
�ka�cn�� sk�ore a T index . Identi�ka�cn�� sk�ore je m��ra v�ylu�cnosti identi�kace, procento pravd�epodob-
nosti, �ze kmen n�ale�z�� pr�av�e k tomuto taxonu (druhu) a �z�adn�emu jin�emu: ¡ 99 % je v�yborn�e
odli�sen��; 96{99 % zna�c�� velmi dobr�e odli�sen��; 90{96 % kmen je odli�sen a   90% zna�c�� neodli�sen�y
kmen. T index ur�cuje typi�cnost identi�kovan�eho kmene vzhledem k vypsan�emu taxonu. �C��m vy�s�s��
T index, t��m podobn�ej�s�� je dan�y kmen obecn�e charakteristice dan�eho taxonu: ¡ 75 typick�y kmen;
0; 5 � � 7; 75 m�en�e typick�y kmen; 0,25{0,5 netypick�y kmen;   0; 25 zcela netypick�y kmen. Pro aty-
pick�y kmen program TNW doporu�c�� dal�s�� rozli�suj��c�� testy, p�r��padn�e uk�a�ze nestandardn�� v�ysledky.

Jako kontrola kvality pou�zit�ych chemik�ali�� a kontrola interpretace barevn�ych reakc�� se
pou�z��vaj�� kontroln�� kmeny bakteri��, kter�e d�avaj�� standardn�� v�ysledky. Kontroln�� kmeny jsou dod�a-
v�any �Ceskou sb��rkou mikroorganizm�u v lyo�lizovan�em stavu nebo na �zelatinov�ych disc��ch.

Z�av�erem je t�reba zd�uraznit, �ze nezn�am�y izol�at je v�zdy nutn�e posuzovat komplexn�e, tzn.
p�rihl�ednout k charakteru r�ustu koloni��, optim�aln��m kultiva�cn��m teplot�am, p�uvodu vzorku, druhu
materi�alu a nakl�ad�an�� se vzorkem.
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Steriln�� destilovan�a voda, fyziologick�y roztok

� O�ckovac�� kli�cky, podlo�zn�� skl���cka, automatick�e pipety

� Mikrotest ENTEROtest 16

� Oxid�azov�e a ONPG prou�zky

� 3 % peroxid vod��ku, 3% KOH

Mikroorganizmy

� Nezn�am�y bakteri�aln�� kmen

Postup

Ve cvi�cen�� se pou�z��v�a kombinace test�u, n�ekter�e jsou pouze demonstra�cn�� pro ode�cten�� v�ysledk�u.

KOH test

� Do kapky 3% KOH na podlo�zn��m skl���cku nan�est kulturu.

� Pokud kultura po rozm��ch�an�� kli�ckou tvo�r�� visk�ozn�� suspenzi, kter�a se t�ahne se za kli�ckou
(lyze st�eny a vylit�� obsahu bu�nky), je kultura gramnegativn�� (obr. 57).

Obr. 57: Proveden�� KOH testu u gramnegativn�� kultury (visk�ozn�� suspenze t�ahnouc�� se za kli�ckou)
(archiv autorek)
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Katal�azov�y test

� Do kapky 3% H2O2 na podlo�zn��m skl���cku nan�est kulturu.

� Pozitivn�� test se ihned projev�� uvol�nov�an��m bublinek kysl��ku (obr. 58)

Obr. 58: Proveden�� katal�azov�eho testu (archiv A. V�avrov�e)

OF test, test na oxidaci/fermentaci gluk�ozy (aerobn��/anaerobn�� metabo-
lizmus)

� Test je demonstra�cn�� pouze pro ode�cet v�ysledk�u. Pro ka�zd�y kmen jsou p�ripraveny 2 zku-
mavky, jedna s para�nem (anaerobn�� prost�red�� pro zkva�sov�an�� gluk�ozy) a jedna bez para�nu
(aerobn�� prost�red�� pro oxidativn�� vyu�z��v�an�� gluk�ozy).

� �Zlut�e zbaven�� m�edia zna�c�� pozitivn�� reakci; modr�a a zelen�a barva m�edia zna�c�� negativn��
reakci (obr. 59). Ve sloupci je mo�zno ode�c��st i pohyb bakteri��.

Obr. 59: Vyhodnocen�� OF testu. Ob�e reakce pozitivn�� (�zlut�e) { kmen vyu�z��v�a gluk�ozu jak aerobn�e,
tak anaerobn�e; pozitivn�� aerobn�� reakce, negativn�� anaerobn�� reakce { kmen je schopen gluk�ozu
vyu�z��vat pouze aerobn�e; ob�e reakce negativn�� (zelen�e a�z modr�e) { kmen nevyu�z��v�a gluk�ozu jak
aerobn�e, tak ani anaerobn�e (archiv autorek)

TSI test (tripple-sugar iron)

� Test je demonstra�cn�� pouze pro ode�cet v�ysledk�u.

� M�edium ve zkumavce je o�ckov�ano vpichem a vz�ap�et�� rovn�e �sroubovit�ym rozt�erem po �sikm�em
agaru v jedin�e zkumavce.
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� Sleduje se zabarven�� m�edia a roztrh�an�� agaru (obr. 60). Zkva�suje-li kultura pouze gluk�ozu,
ze�zloutne pouze sloupec a �sikm�a plocha z�ustane �cerven�a (nap�r. salmonely). Pokud bakteri�aln��
kultura zkva�suje sou�casn�e s gluk�ozou lakt�ozu nebo sachar�ozu, ze�zloutne sloupec i �sikm�a �c�ast
agaru. Produkce H2S se projev�� z�cern�an��m m�edia ve sloupci (pozor na ode�cet fermentace
gluk�ozy, kdy �cern�a barva p�rekryje �zlutou!). Potrh�an�� agaru �ci jeho nadzvednut�� zna�c�� tvorbu
plynu (CO 2) z gluk�ozy.

Obr. 60: TSI test (archiv autorek)

Oxid�azov�y test

� Na detek�cn�� z�onu prou�zkov�eho testu plastovou kli�ckou (NE kovovou!) nan�est 24hodinovou
kulturu nebo pap��rek p�r��mo zatla�cit do kultury.

� M�edium, ze kter�eho se kultura odeb��r�a, nesm�� obsahovat gluk�ozu nebo nitr�aty.

� Pokud reak�cn�� plocha do 30 sekund intenzivn�e modr�a, je reakce pozitivn��; pokud zmodr�a
do 2 minut, je reakce opo�zd�en�e pozitivn��. Pokud z�ustane barva beze zm�eny nebo se objev��
reakce po 2 minut�ach, reakce je negativn�� (obr. 61).

Obr. 61: Oxid�azov�y test (archiv autorek)
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ENTEROtest 16

� Pro ENTEROtest je d�ule�zit�e vybrat vhodn�y kmen, tzn. kmen, kter�y pravd�epodobn�e pat�r�� do
�celedi Enterobacteriaceae(gramnegativn��, katal�aza pozitivn��, fermentuje i oxiduje gluk�ozu,
oxid�aza negativn��).

� Z 24 hodinov�e kultury p�ripravit suspenzi bun�ek ve 3 ml fyziologick�eho roztoku se z�akalem
o hodnot�e 1 podle stupnice McFarlanda.

� Desti�cku orientovat na v�y�sku, od�r��znout kryc�� folii a ozna�cit desti�cku �c��slem kmene.

� Pipetovat 100 µ l d�ukladn�e prot�repan�e suspenze do ka�zd�e jamky p�r��slu�sn�eho �r�adku.

� N�ekter�e testy prob��haj�� v anaerobn��ch podm��nk�ach, p�r��slu�sn�e jamky zak�apnout dv�ema kap-
kami steriln��ho para�nov�eho oleje: test pro sirovod��k (H 2S), lysin (LYS), indol (IND), ornitin
(ORN), ure�aza (URE), arginin (ARG).

� Testy p�red kultivac�� ulo�zit do s�a�cku, aby jamky nevysychaly.

� Kultivace prob��h�a p�ri 37 ° C po dobu 18 a�z 24 hodin.

� P�ri hodnocen�� zak�apnout jamku (IND) �cinidlem pro indol, jamku (PHE) �cinidlem pro feny-
lalanin a jamku (VPT) �cinidlem pro acetoin dle n�avodu.

� Ode�c��st v�sechny reakce ENTEROtestu (obr. 62), fenylalanin do 3 minut, proto�ze po t�eto dob�e
pozitivn�� reakce miz��. Orientovat se dle interpreta�cn�� tabulky (obr. 63) p�rilo�zen�e k souprav�e
(p�r��padn�e dle barevn�e srovn�avac�� stupnice).

Obr. 62: ENTEROtest 16 (archiv A. V�avrov�e)
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Obr. 63: Interpreta�cn�� tabulka pro ENTEROtest 16 (zdroj: Manu�al MikroLaTest, Erba Lachema)

ONPG test

� Do zbyl�e suspenze po proveden�� ENTEROtestu steriln�e vlo�zit pap��rek s ONPG testem.
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� Kultivace prob��h�a spolu s ENTEROtestem 24 hodin p�ri 37 ° C.

� Pozitivn�� v�ysledek je jasn�e �zlut�e zbarven�� (obr. 64).

Obr. 64: Test produkce � -galaktozid�azy (archiv A. V�avrov�e)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Identi�kace nezn�am�eho vzorku.

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Syst�em MIKROLA (zdroj: https://www.erbalachema.com/produkty-a-reseni/mikrobiologie/
system-mikrola/; 21. 3. 2016)

� �Cesk�a sb��rka mikroorganizm�u (zdroj: http://www.sci.muni.cz/ccm/; 21. 3. 2016)

Kontroln�� ot�azky

1. K �cemu slou�z�� KOH test?

2. Pro�c se m��sto Gramova barven�� pou�z��v�a k rozli�sen�� grampozitivn��ch a gramnegativn��ch bun�ek
KOH test? Je mo�zno t��m �upln�e nahradit Gramovo barven��?

3. Co se stane, pokud vybereme pro ENTEROtest bakterie z jin�e skupiny (nap�r. nefermen-
tuj��c��)?

4. Co je d�ule�zit�e pro spr�avnou identi�kaci nezn�am�eho vzorku?

5. Jak�e jsou v�yhody mikrotest�u oproti test�um zkumavkov�ym?

6. Vyu�zit�� jak�eho cukru se sleduje u OF testu?

https://www.erbalachema.com/produkty-a-reseni/mikrobiologie/system-mikrola/
https://www.erbalachema.com/produkty-a-reseni/mikrobiologie/system-mikrola/
http://www.sci.muni.cz/ccm/
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1 Gramovo barven��, negativn�� barven��,
nativn�� prepar�at

C��l cvi�cen��

Barven�� a pozorov�an�� mikroskopick�ych prepar�at�u.

�Uvodn�� slovo

Nativn�� prepar�at

P�ri pozorov�an�� suspenze nativn��ho prepar�atu bu�nky nikdy ne�xujeme. Prepar�at je nebarven�y,
slou�z�� ke zji�st�en�� skute�cn�eho tvaru a struktury bun�ek neporu�sen�ych �xac�� a barven��m. Vyu�z��v�a
se p�ri pozorov�an�� r�ustu, mno�zen�� a pohybu bakteri��. V�yznam m�a p�ri studiu bun�e�cn�ych �utvar�u,
kter�e se obt���zn�e barv��, nap�r. spor. Pro pozorov�an�� struktur se vyu�z��v�a jasn�e pole, f�azov�y nebo
Nomarsk�eho kontrast.

Fixace prepar�atu

Podstatou �xace je vysr�a�zen�� bun�e�cn�ych koloid�u, zejm�ena b��lkovin. Fixac�� bu�nky l�epe p�rilnou ke
skl���cku, nespl�achnou se aplikac�� barviva �ci rozpou�st�edla a l�epe p�rij��maj�� barvivo. Prepar�at se �xuje
a�z ve chv��li, kdy je n�at�er such�y, aby nedo�slo k uva�ren�� bun�ek. Fixace se prov�ad�� 3x prota�zen��m
podlo�zn��ho skla s n�at�erem bun�ek, kter�y je um��st�en na horn�� stran�e skl���cka, nesv��tivou �c�ast�� plamene.
Pokud byly bu�nky kultivov�any v tekut�em cukern�em prost�red��, je nutn�e bu�nky od m�edia separovat
centrifugac�� a n�asledn�e je prom�yt vodou �ci pufrem. Bu�nky kvasinek a vl�aknit�ych hub jsou v�et�s�� ne�z
bu�nky bakteri��, tepeln�a �xace m�u�ze pozm�enit jejich tvar. Proto se v�et�sinou �xuj�� chemik�aliemi.
Fixace i barven�� m��rn�e bu�nky deformuj��, jejich charakteristick�y tvar z�ust�av�a. Pro m�e�ren�� p�resn�e
velikosti bun�ek se vyu�z��v�a ne�xovan�y prepar�at negativn�e obarven�y (obarven�� okol�� bu�nky).

Barven�e prepar�aty

Slou�z�� ke zji�st�en�� typu bun�e�cn�e st�eny, tvaru bun�ek a uspo�r�ad�an�� jejich shluk�u, p�r��tomnosti a ulo�zen��
endospor, p�r��tomnosti pouzder a vnit�rn��ch bun�e�cn�ych struktur (inkluz��) a �zivotaschopnosti bun�ek.
Pro ur�cen�� morfologie bu�nky a charakteristick�ych shluk�u sta�c�� jednoduch�e barven�� bun�e�cn�e st�eny
(nap�r. krystalovou violet��) bez rozli�sov�an�� grampozitivn��ho �ci gramnegativn��ho typu. Vit�aln�� bar-
ven�� je barven��m mrtv�ych bun�ek, proto�ze mrtv�e bu�nky p�rij��maj�� barvivo nebo ho e
uxn��mi syst�emy
nevylu�cuj��. Struktury bu�nky se rozli�suj�� diferencia�cn��m barven��m, a to jak vnit�rn�� a vn�ej�s�� mor-
fologick�e �utvary (endospory, pouzdra, bun�e�cn�e st�eny), tak chemick�e slo�zky (volutin, glykogen,
�skrob). Diagnostick�e barven�� napom�ah�a identi�kaci bakteri�� (nap�r. Gramovo, acidorezistentn�� bar-
ven�� karbolfuchsinem, barven�� dle Giemsy). P�ri negativn��m barven�� se bu�nky ne�xuj�� ani nebarv��,
obarveno je pouze jejich okol�� (nap�r. tu�s��, nigrosinem). Vyu�z��v�a se pro m�e�ren�� p�resn�e velikosti
bun�ek nedeformovan�ych �xac�� a barven��m.

Prepar�at se p�red barven��m �xuje v�zdy krom�e barven�� negativn��ho a vit�aln��ho testu. K bar-
ven�� se pou�z��vaj�� z�red�en�e vodn�e roztoky organick�ych barviv, obvykle soli. Bazick�a barviva maj��
barevn�y kationt, kysel�a aniont. P�ri barven�� bakteri�� se v�et�sinou pou�z��vaj�� bazick�a barviva (nap�r.
krystalov�a violet ’, metylenov�a mod�r, safranin, bazick�y fuchsin, malachitov�a zele�n). Barven�� lze
zv�yraznit mo�ren��m bun�ek (nap�r. fenolem, taninem), p�ri kter�em m�a mo�ridlo roli prost�redn��ka s vy�s�s��
a�nitou k bu�nce a z�arove�n k barvivu, ne�z je a�nita bu�nky k samotn�emu barvivu.
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Gramovo barven��

Gramovo barven�� je jednou z nejd�ule�zit�ej�s��ch diagnostick�ych metod p�ri identi�kaci bakteri��. Rozli�su-
je skupinu grampozitivn��ch (barv�� se modro�alov�e) a gramnegativn��ch bun�ek (barv�� se �cervenor�u-
�zov�e) a ud�av�a n�ekter�e fyziologick�e a chemick�e vlastnosti bu�nky.

Podstata rozd��ln�eho chov�an�� p�ri Gramov�e barven�� nebyla dosud uspokojiv�e objasn�ena,
s nejv�et�s�� pravd�epodobnost�� se uplat�nuj�� rozd��ly ve slo�zen�� bun�e�cn�e st�eny obou skupin bakteri��.
Jde o barven�� �xovan�eho prepar�atu krystalovou violet�� a n�asledn�e mo�ren�� bun�ek j�odem v roztoku
KI. Vznik�a komplex barvivo-j�od-bun�e�cn�a st�ena.

Rozd��l p�ri barven�� vznik�a p�ri prom�yv�an�� prepar�atu organick�ym rozpou�st�edlem (acetonem
nebo alkoholem). U gramnegativn��ch bun�ek odbarvovac�� �cinidlo rozpust�� vn�ej�s�� lipopolysachari-
dovou vrstvu, komplex krystalov�e violeti s j�odem se vymyje p�res tenkou vrstvu peptidoglykanu
a bu�nky se odbarv��, naopak grampozitivn�� bakterie si zbarven�� ponech�avaj��.

Pro zv�yrazn�en�� rozd��lu se gramnegativn�� bakterie dobarvuj�� jin�ym kontrastn��m barvivem
(nap�r. bazick�ym safraninem, karbolfuchsinem) a barv�� se do �cervena, r�u�zova. Grampozitivn�� bu�nky
maj�� v bun�e�cn�e st�en�e nav�az�anu krystalovou violet ’, kter�a se alkoholem nevyplavila a z�ust�avaj��
zbarveny do modra, modro�alova. Chyby, kter�e mohou nastat p�ri barven��, jsou: p�r��li�s siln�y n�at�er
bun�ek na skl���cku; uva�ren�� bun�ek p�ri �xaci; p�r��li�s dlouh�e odbarvov�an�� bun�ek alkoholem.

Gramovo barven�� je do jist�e m��ry ovlivn�eno fyziologick�ym stavem bun�ek, st�a�r��m kultury
a slo�zen��m kultiva�cn��ho m�edia. Pro barven�� se vyu�z��vaj�� bu�nky star�e 24 hodin. Bu�nky mohou ztratit
svoji grampozitivitu nap�r. mechanick�ym po�skozen��m, UV z�a�ren��m, p�usoben��m kyselin, z�asad �ci
rozpou�st�edel. Mikroorganizmy, kter�e se n�ekdy barv�� pozitivn�e a n�ekdy negativn�e, ozna�cujeme
jako gramlabiln��/gramvariabiln��.

N�ekter�e bakteri�aln�� rody Gramov�ym barven��m nelze obarvit, jsou to rody bez bun�e�cn�e st�eny
(mykoplazmata), spir�alovit�e bakterie a siln�e acidorezistentn�� rody (mykobakterie); nap�r. Mycobac-
terium bovis, M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare , M. kansasii, M. leprae, M. marinum,
a d�ale patogenn�� Borrelia burgdorferi , B. recurrentis , Bartonella henselae, Chlamydia trachoma-
tis, C. pneumoniae, Chlamydophila psittaci, Coxiella burnetii, Ehrlichia cha�eensis, Anaplasma
phagocytophilum, Legionella spp., Leptospira spp., Rickettsia rickettsii , Orientia tsutsugamushi,
Treponema pallidum.

Bun�e�cn�a st�ena bakteri��

Bu�nky gramnegativn��ho typu (obr. 65B) maj�� bun�e�cnou st�enu slo�zenou z vn�ej�s�� lipopolysachari-
dov�e membr�any a vnit�rn�� relativn�e tenk�e peptidoglykanov�e (zhruba 5{10 % bun�e�cn�e st�eny) vrstvy
obsahuj��c�� kyselinu muramovou. Spojen�� mezi peptidoglykanem a vn�ej�s�� membr�anou zaji�st ’uj�� lipo-
proteiny. Lipopolysacharidy jsou slo�zeny z lipidu A, jadern�eho (t�e�z z�akladn��ho, d�re�nov�eho) polysa-
charidu a O-antigenu (t�e�z O-�ret�ezec). Vn�ej�s�� membr�ana slou�z�� jako ochrann�a bari�era p�red vn�ej�s��m
prost�red��m, br�an�� prostupu l�atek nebo postup alespo�n zpomaluje (�zlu�cov�e soli, antibiotika, jedy,
atd.).

V bun�e�cn�e st�en�e grampozitivn��ho typu (obr. 65A) chyb�� vn�ej�s�� membr�ana a peptidogly-
kanov�a vrstva je pom�ern�e tlust�a. N�ekte�r�� z�astupci mohou m��t jako slo�zku bun�e�cn�e st�eny kyse-
linu teichoovou, lipoteichoovou anebo neutr�aln�� polysacharidy, u n�ekolika z�astupc�u jsou ve st�en�e
p�r��tomny mykolov�e kyseliny.

Zvl�a�stn�� skupinou jsou bakterie bez bun�e�cn�e st�eny, tzv. mykoplazmata, kter�e nejsou schopny
syntetizovat prekurzory peptidoglykanu. Bu�nky jsou obklopeny pouze cytoplazmatickou membr�anou.
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Obr. 65: Bun�e�cn�a st�ena grampozitivn��ho (A) a gramnegativn��ho (B) typu (Prescott a kol., 1996,
upraveno).

Negativn�� barven��

Negativn��m barven��m se obarv�� okol�� bun�ek, nikoli bu�nky samotn�e. Velikost ani tvar bu�nky nen��
deformovan�y �xac�� a barvivem. Vyu�z��v�a se pro m�e�ren�� p�resn�e velikosti a tvaru bakteri�aln�� bu�nky,
pro stanoven�� pouzder, kapsul a slizu.

Vlastnosti vybran�ych mikroorganizm�u

Haloarcula
extr�emn�e pleomorfn�� ty�cky, v�et�sinou ploch�eho pr�um�eru a tvaru troj�uheln��k�u a �ctvercov�ych nebo
nepravideln�ych disk�u; gramnegativn��; extr�emn�e halo�ln�� (2{5,2 M NaCl); bakterioruberiny a �zlut�e
pigmenty

Haloferax
extr�emn�e pleomorfn��, v�et�sinou tvar ploch�ych disk�u nebo poh�ark�u; gramnegativn��; kolonie s muk�ozn��m
vzhledem, extr�emn�e halo�ln�� (1,5{4,5 M NaCl); bakterioruberiny a �zlut�e pigmenty

Sporosarcina
kulat�e �ci ov�aln�e bu�nky uspo�r�adan�e jako diplokoky, tetr�ady nebo krychlovit�e bal���cky; grampozi-
tivn��; pohybliv�e n�ekolika bi�c��ky; tvorba spor; kr�emov�e a�z oran�zov�e zbarven�e kolonie

Leuconostoc
sf�erick�e �ci ovoidn�� bu�nky uspo�r�adan�e po dvou �ci v �ret��zc��ch, ob�cas jako kr�atk�e ty�cky v dlouh�ych
�ret��zc��ch; grampozitivn��

Azotobacter
velk�e ovoidn�� a pleomorfn�� bu�nky, jednotliv�e, po dvou, v nepravideln�ych shluc��ch �ci �ret��zc��ch; tvorba
cyst; gramnegativn��

Yarrowia lipolytica
kvasinky, rozmno�zov�an�� vegetativn�e pu�cen��m; pseudohyfy i prav�e hyfy; jednotliv�e vej�cit�e nebo ku-
lovit�e asky vyr�ustaj��c�� later�aln�e nebo termin�aln�e; barv�� se jako grampozitivn�� bakterie

Saccharomyces cerevisiae
kvasinky, elipsoidn��, kulovit�e n�ekdy i prot�ahl�e bu�nky; v n�ekter�ych p�r��padech tvo�r�� v�etven�e pseudo-
mycelium; prav�e mycelium nevytv�a�r��; rozmno�zov�an�� pu�cen��m; haplo-diplobiotick�y �zivotn�� cyklus,
spory diploidn��ch kmen�u po1-4 v asku; barv�� se jako grampozitivn�� bakterie
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Krystalov�a violet ’, Lugol�uv roztok, safranin

� Nigrosin, Kongo �cerve�n, metylenov�a mod�r, HCl

Mikroorganizmy

� Bacily, G+ ty�cky r�uzn�e tvary (48 hodinov�a kultura se sporami { f�azov�y kontrast)

{ Bacillus thuringiensis CCM 19
{ Bacillus sphaericusCCM 1615
{ Bacillus mycoides CCM 145
{ Bacillus cereus CCM 2010
{ Bacillus megaterium CCM 2007
{ Bacillus subtilis CCM 2216

� G+ koky, kr�atk�e ty�cky

{ Azotobacter vinelandii CCM 289 { slizovit�e kolonie, pouzdra
{ Leuconostoc mesenteroidesCCM 1803 { �ret��zky, pouzdra, sliz
{ Sporosarcina ureaeCCM 860
{ Staphylococcus aureus

{ Micrococcus luteus CCM 169

� G- ty�cky

{ Serratia marcescensCCM 303
{ Escherichia coli CCM 3954
{ Pseudomonas putida

� Archaea

{ Haloarcula hispanica CCM 3601T
{ Haloferax mediterranei CCM 3361T

� Eukaryota

{ Saccharomyces cerevisiae

{ Yarrowia lipolytica

Postup

Nativn�� prepar�at

� Doprost�red podlo�zn��ho skl���cka nan�est kapku steriln�� destilovan�e vody.

� O�zehnutou, vychladlou o�ckovac�� kli�ckou vn�est do kapky mal�e mno�zstv�� kultury, rozm��chat.
Kultury sta�c�� nepatrn�e mno�zstv��, aby prepar�at nebyl hust�y.
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� Kapka se nerozt��r�a, p�rekr�yv�a se kryc��m skl���ckem tak, aby v prepar�atu nebyly vzduchov�e
bublinky (nep�rikl�adat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nep�ritla�covat).

� P�rebyte�cnou kapalinu ods�at �ltra�cn��m pap��rem.

� Bu�nky z tekut�eho m�edia pozorovat p�r��mo v m�ediu bez �red�en�� v kapce vody.

� Pro nativn�� prepar�at zvolit objektiv s f�azov�ym kontrastem (Ph).

� Prepar�at pozorovat do 5 minut z d�uvodu rychl�eho vysych�an��.

Jednoduch�e baven��

� Zaschl�y n�at�er bun�ek na skl���cku �xovat plamenem.

� Pono�rit do roztoku krystalov�e violeti nebo safraninu na 15{20 sekund.

� Opl�achnout slab�ym proudem vody, usu�sit a pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 � .

Gramovo barven�� (obr. 66)

� Doprost�red podlo�zn��ho skl���cka nan�est kapku steriln�� destilovan�e vody.

� O�zehnutou, vychladlou o�ckovac�� kli�ckou vn�est do kapky mal�e mno�zstv�� kultury.

� Suspenzi z kultury rozet�r��t po skl���cku, nechat dob�re zaschnout a �xovat plamenem (n�ekolikr�at
skl���cko prot�ahnout plamenem).

� Prepar�at pono�rit do roztoku krystalov�e violeti na 30 sekund, opl�achnout vodou.

� Prepar�at pono�rit do Lugolova roztoku na 30 sekund, opl�achnout vodou.

� Prepar�at p�revrstvit etanolem/acetonem, maxim�aln�e na 15{20 sekund, opl�achnout vodou.

� Prepar�at pono�rit do safraninu na 1 minutu (takto se dobarv�� pouze bu�nky gramnegativn��,
u kter�ych do�slo k vyplaven�� krystalov�e violeti; safraninem v�sak dobarvujeme ka�zd�y pre-
par�at, i kdy�z p�redpokl�ad�ame p�r��tomnost grampozitivn��ch bun�ek { p�redem nev��me, o jak�y
typ bun�e�cn�e st�eny se v prepar�atu jedn�a).

� Prepar�at osu�sit mezi dv�ema �ltra�cn��mi pap��ry a pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 � v jasn�em poli
(objektiv BF).
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Obr. 66: �Cist�e kultury bakteri�� obarven�e dle Grama. Acinetobacter grimontii (A), Arthrobacter sp.
(B), Bacillus mycoides(C), B. subtilis (D), Corynebacterium glutamicum (E), Escherichia coli (F),
Haloarcula hispanica (G) , Lactobacillus casei (H), Leuconostoc mesenteroides(I), Paenibacillus
polymyxa (J), Sporosarcina ureae(H) (archiv autorek)

Negativn�� barven�� nigrosinem

� Asepticky p�ren�est bu�nky do kapky destilovan�e vody na podlo�zn��m skl���cku, p�ridat kapku
nigrosinu.

� Kapky sm��chat kli�ckou a rozet�r��t jemn�ym tahem druh�eho skl���cka (p�rilo�zen�eho pod �uhlem
45° po cel�e plo�se podlo�zn��ho skla), nechat zaschnout na vzduchu.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000 � s imerz��.

Hodnocen��

V prepar�atu jsou viditeln�e neobarven�e bu�nky na �sed�em pozad�� (obr. 67). Porovnat mezi prepar�aty
tvar a velikost bun�ek r�uzn�ych druh�u jednoho bakteri�aln��ho rodu. V�ysledek ovliv�nuje tlou�st ’ka
vrstvy barviva (siln�y n�anos m�u�ze po zaschnut�� praskat) a koncentrace barviva.

Obr. 67: Negativn�� barven�� Saccharomyces cerevisiae(A), Bacillus cereus (B), B. subtilis (C),
B. subtilis (D), Bacillus sp. (E), Corynebacterium glutamicum (F), Haloferax mediterranei (G),
Lactobacillus brevis (H), Lactobacillus casei (I) (archiv autorek)
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Negativn�� barven�� Kongo �cerven��

� Asepticky p�ren�est bu�nky do mal�e kapky Kongo �cerven�e na podlo�zn��m skl���cku.

� Rozet�r��t jemn�ym tahem druh�eho skl���cka (p�rilo�zen�eho pod �uhlem45 ° po cel�e plo�se podlo�zn��ho
skla) a nechat zaschnout na vzduchu.

� Opl�achnout 1 % HCl, ihned sl��t, neoplachovat, p�r��padn�e dosu�sit �ltra�cn��m pap��rem.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000x s imerz��.

Nativn�� prepar�at pro pozorov�an�� tvaru a um��st�en�� spor rodu Bacillus

(f�azov�y a Nomarsk�eho kontrast, obr. 68 a 69)

� Do kapky steriln�� destilovan�e vody na podlo�zn��m skl���cku nan�est kulturu, rozm��chat a p�rekr�yt
kryc��m skl���ckem (nep�rikl�adat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nep�ritla�covat).

� Bu�nky z tekut�eho m�edia pozorovat p�r��mo v bujonu bez �red�en�� v kapce vody.

� Ihned pozorovat p�ri f�azov�em kontrastu (objektiv 60x nebo 100x), prepar�at rychle vysych�a.

Obr. 68: F�azov�y kontrast u sporuluj��c��ch bakteri��; Bacillus megaterium (A), B. mycoides (B),
B. pumilus (C) (archiv autorek)

Obr. 69: Nomarsk�eho kontrast u sporuluj��c��ch bakteri��; Bacillus megaterium (A), B. megaterium
(B), B. mycoides (C), B. pumilus (D) (archiv autorek)
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� V�s��m�ame si tvaru bun�ek, spor, pom�eru �s���rky a d�elky bun�ek, a zda je patrn�e vyklenut�� bun�ek
zp�usoben�e endosporami.

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

� Sedl�a�cek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontroln�� ot�azky

1. Vysv�etlete pojmy bakteri�aln�� druh a bakteri�aln�� kultura.

2. Jmenujte alespo�n 4 barviva pou�z��van�a v mikrobiologii.

3. Dopl�nte tabulku:



2 Struktury bu�nky (barven�� inkluz��
a pouzder)

C��l cvi�cen��

Barven�� a pozorov�an�� bun�e�cn�ych inkluz�� a pouzder.

�Uvodn�� slovo

Inkluze �ci inkluzn�� t�el��ska (granule organick�ych nebo anorganick�ych l�atek) jsou viditeln�e ve sv�etel-
n�em mikroskopu a jsou um��st�eny v bun�e�cn�em matrix. N�ekter�e inkluze nemaj�� membr�any a nach�az��
se voln�e v cytoplazm�e (polyfosf�atov�a a n�ekter�a glykogenov�a granula), n�ekter�e inkluze jsou obklo-
peny jednovrstevnou membr�anou (tlou�st’ka membr�any zhruba 2{4 nm), nap�r. poly- � -hydroxybu-
tyr�at, n�ekter�a glykogenov�a a sirn�a granula, karboxyzomy, plynov�e vezikuly. Membr�any inkluz��
mohou b�yt tvo�reny b��lkovinami �ci lipidy.

Fosf�aty jsou ukl�ad�any ve form�e volutinov�ych nebo polyfosf�atov�ych granul�� a slou�z�� jako
zdroj fosf�atu, nap�r. pro stavbu nukleov�ych kyselin. Polyfosf�at je line�arn�� polymer ortofosf�atu spo-
jen�eho esterov�ymi vazbami. V n�ekter�ych p�r��padech m�u�ze polyfosf�at slou�zit i jako zdroj energie.

Tuk se v bu�nce se vyskytuje bud’ rozpt�ylen�y ve form�e kap�enek, nebo zabudovan�y v membr�a-
n�ach. Shroma�zd’uje se v p�r��tomnosti kysl��ku, v bu�nce b�e�zn�e 2{3 % tuku. Tyto intracelul�arn�� inkluze
se vyskytuj�� zejm�ena u kvasinek a mikromycet. Nej�cast�eji se k jejich barven�� pou�z��v�a sudan III
(0,1 g sudanu III se rozpust�� ve sm�esi 50 ml glycerolu a 50 ml bezvod�eho 100 % etanolu). Do 20{30
minut se tuk zbarv�� do r�u�zovo-�cervena (barvivo se rozpust�� v tuku).

Glykogen je rozpustn�y polymer gluk�ozy s � {1,4{vazbami a � {1,6 v�etven��m na ka�zd�em 8{10
monomeru. M�u�ze tvo�rit a�z 50% su�siny, je n�ahodn�e rozm��st�en v cel�em matrix bu�nky jako mal�e
granulky (20{100 nm). Ve sv�eteln�em mikroskopu nen�� viditeln�y. M�u�ze a nemus�� m��t membr�anu.
Barv�� se Lugolov�ym roztokem. Bakteri�aln�� glykogen je siln�e v�etven�y. Slou�z�� jako pohotov�a rezerva.
Je prim�arn�� z�asobn�� polysacharid u hub. Slou�z�� jako zdroj uhl��ku pro zisk energie a biosynt�ezu.

Lugolovo �cinidlo (t�e�z Lugol�uv j�odov�y roztok) je �cinidlo skl�adaj��c�� se z 1 % j�odu a 2 % jodidu
draseln�eho a destilovan�e vody. Jodid draseln�y se p�rid�av�a pro zlep�sen�� rozpustnosti j�odu ve vod�e.
�Cinidlo bylo poprv�e p�ripraveno francouzsk�ym fyzikem J. G. A. Lugolem v roce 1829. Pou�z��v�a se
jako povrchov�e antiseptikum, dezinfekce a jako indik�ator p�r��tomnosti organick�ych l�atek, zejm�ena
�skrob�u, v jejich p�r��tomnosti m�en�� barvu do modro�alov�e a�z �cern�e. Barvic��ch schopnost�� �cinidla je
vyu�z��v�ano p�ri Gramov�e barven�� a dal�s��ch technik�ach �upravy prepar�at�u.

N�ekter�e bakterie tvo�r�� vrstvu materi�alu, kter�a je um��st�ena vn�e bun�e�cn�e st�eny. Pokud je tato
vrstva organizovan�a a nesm�yv�a se snadno, jedn�a se o bakteri�aln�� pouzdro. Pouzdro je v�et�sinou
slo�zen�e s polysacharid�u, ale m�u�ze obsahovat i jin�e l�atky, nap�r. pouzdro Bacillus anthracis je
slo�zen�e z kyseliny poly-D-glutamov�e. Pouzdra jsou dob�re viditeln�a ve sv�eteln�em mikroskopu p�ri
negativn��m barven�� prepar�atu. Pouzdro poskytuje bakterii �radu v�yhod: maskuje patogenn�� bakterii
v makroorganizmu, br�an�� vysych�an�� d��ky zv�y�sen�emu obsahu vody, zadr�zuje �radu bakteri�aln��ch vir�u
a hydrofobn�� toxick�e l�atky, nap�r. detergenty.
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Metylenov�a mod�r, Sudan III, Lugol�uv roztok

� Kongo �cerve�n, nigrosin

� Kryc�� a podlo�zn�� skla, kli�cka, destilovan�a voda

Mikroorganizmy

� Saccharomyces cerevisiae

� Bacillus cereus CCM 2010

� Bacillus megaterium CCM 2007

� Azotobacter vinelandii CCM 289

� Leuconostoc mesenteroidesCCM 1803

Postup

Barven�� volutinu polychromatickou metylenovou mod�r�� (obr. 70)

� N�at�er bun�ek usu�sit na vzduchu a p�revrstvit polychromatickou metylenovou mod�r�� (L�o�erova
mod�r, vyzr�al�a alespo�n 12 m�es��c�u) na 1{3 minuty.

� Opl�achnout, osu�sit a pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000x.

� V prepar�atu jsou vid�et purpurov�a volutinov�a zrna a lehce namodral�a cytoplazma.

Obr. 70: Volutin u Saccharomyces cerevisiae(archiv autorek)
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Tuk { barven�� Sudanem III (obr. 71)

� Sm��chat bu�nky s barvivem Sudan III, nechat p�usobit 10{30 minut.

� P�rekr�yt kryc��m skl���ckem a pozorovat cihlov�e �cerven�e kapi�cky tuku.

Obr. 71: Tuk u Saccharomyces cerevisiae(archiv autorek)

Glykogen (obr. 72)

� P�ripravit nativn�� prepar�at, vedle kryc��ho skl���cka k�apnout Lugol�uv roztok.

� Bezprost�redn�e pozorovat hn�ed�a granula glykogenu.

Obr. 72: Glykogen u Saccharomyces cerevisiae(archiv autorek)
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Negativn�� barven�� pouzder nigrosinem u z�astupc�u rodu Azotobacter

� Do kapky vody na podlo�zn��m skl���cku p�ren�est mal�e mno�zstv�� bun�ek ze slizovit�e kolonie,
sm��chat s kapkou nigrosinu a p�rikr�yt kryc��m skl���ckem. Zbytek tekutiny ods�at a pozorovat.

� �Sedav�e bu�nky jsou obklopeny b��l�ymi pouzdry a pozad�� je tmav�e. Nigrosin nabarv�� bu�nky
a pozad��, nikoli pouzdra, ta jsou takto nebarviteln�a.

Negativn�� barven�� pouzder nigrosinem u z�astupc�u rodu Azotobacter , do-
barven�� bun�ek metylenovou mod�r��

� Rozm��chat na podlo�zn��m skl���cku kapku nigrosinu s kapkou vody, do suspenze p�ren�est bu�nky,
rozet�r��t po skl���cku a nechat zaschnout.

� N�at�er pokr�yt na 3 minuty roztokem metylenov�e mod�re, opl�achnout vodou a osu�sit.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000x s imerz��.

Hodnocen��

Modr�e bu�nky jsou obklopeny sv�etl�ymi pouzdry, pozad�� je tmav�e.

Negativn�� barven�� pouzder Kongo �cerven�� u z�astupc�u rodu Azotobacter ,
dobarven�� bun�ek metylenovou mod�r��

� Do kapky Kongo �cerven�e na podlo�zn��m skl���cku nan�est kulturu, suspenzi rozet�r��t a nechat
zaschnout.

� P�revrstvit na n�ekolik sekund HCl. Kyselinu sl��t, neoplachovat, dosu�sit �ltra�cn��m pap��rem.

� Na 3 minuty p�revrstvit metylenovou mod�r��, sl��t, opl�achnout vodou a usu�sit na vzduchu.

� Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000x s imerz��.

Hodnocen�� (obr. 73)

Modr�e bu�nky a cysty obklopen�e sv�etl�ymi pouzdry na tmav�em pozad��.

Obr. 73: Negativn�� barven�� rodu Azotobacter (archiv autorek)
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Zhodnocen�� cvi�cen��

� Vyfocen�� a popis mikroskopick�ych prepar�at�u.

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

Kontroln�� ot�azky

1. Co jsou to inkluze?

2. Jsou v�sechny inkluze obalen�e membr�anou?

3. Jako zdroj �ceho m�u�ze bu�nka vyu�z��vat volutinov�a granula?

4. Jako zdroj �ceho m�u�ze bu�nka vyu�z��vat glykogen?

5. V �cem je pro patogenn�� bakterii v�yhodn�e pouzdro?

6. Z �ceho se skl�ad�a bakteri�aln�� pouzdro?



3 Pohyb bun�ek

C��l cvi�cen��

� Pozorovat pohyb bun�ek mikroskopicky a makroskopicky pohyb kultur na misce.

� Sledovat pohyb bi�c��k�u ve visut�e kapce.

� Obarvit bi�c��ky a pozorovat v jasn�em poli a p�ri f�azov�em kontrastu.

� O�ckovat polotekut�e m�edium { na misky i do zkumavek.

�Uvodn�� slovo

V�et�sina pohybliv�ych bakteri�� se pohybuje pomoc�� bi�c��ku, kter�y je ukotven na vn�ej�s�� �c�asti plazma-
tick�e membr�any a v bun�e�cn�e st�en�e. Bi�c��k m�a v pr�um�eru zhruba 20 nm a je 15{20 µ m dlouh�y. Bi�c��k
je mikroskopicky viditeln�y a�z po obarven��, kter�e zv�et�s�� jeho tlou�st ’ku. Um��st�en�� bi�c��ku na bu�nce
m�u�ze b�yt r�uzn�e (obr. 74).

Obr. 74: Um��st�en�� bi�c��ku na bakteri�aln�� bu�nce. Monotricha (a), pol�arn�� bi�c��k je um��st�en na jednom
z konc�u bu�nky; lofotricha (b), pol�arn�� um��st�en�� v��ce bi�c��k�u na jednom z konc�u bu�nky; am�tricha
(c), pol�arn�� bi�c��k je um��st�en na obou konc��ch bu�nky; peritricha (d), bi�c��ky jsou um��st�eny na cel�em
povrchu bu�nky (Prescott a kol. 1996, upraveno)
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Bakteri�aln�� bi�c��k je slo�zen ze t�r�� z�akladn��ch �c�ast��. Nejdel�s�� �c�ast tvo�r�� vl�akno, baz�aln�� t�elo je
usazeno v bu�nce a s vl�aknem je spojeno h�a�ckem. Vl�akno je dut�e a pevn�e, slo�zen�e pouze z jedin�eho
proteinu, 
agelinu. Rozd��ly ve stavb�e bi�c��ku u gramnegativn��ch a grampozitivn��ch bakteri�� jsou
zn�azorn�eny na obr. 75.

Obr. 75: Stavba bakteri�aln��ho bi�c��ku u gramnegativn��ch (a) a grampozitivn��ch (b) bakteri�� (Pre-
scott a kol. 1996, upraveno)

Sm�er rotace bi�c��ku ur�cuje povahu pohybu bakterie (obr. 76). Krom�e pohybu pomoc�� bi�c��ku
se bakterie p�rirozen�e pohybuj�� Brownov�ym pohybem. Spirochety a helik�aln�� bakterie se mohou
pohybovat slizem d��ky tzv. axi�aln��mu �lamentu. Dal�s��m typem pohybu bakteri�� je klouzav�y po-
hyb, nap�r. u cyanobakteri��, n�ekter�ych druh�u myxobakteri�� a mykoplazmat. A�ckoli nemaj�� �z�adn�e
viditeln�e struktury spjat�e s klouzav�ym pohybem, mohou dosahovat rychlosti a�z 3 µ m za sekundu.

Obr. 76: Bakteri�aln�� pohyb. Vztah mezi rotac�� bi�c��ku a pohybem bakterie, pohyb pomoc�� mo-
notrich�aln��ho bi�c��ku (a, b), peritrich�aln��ch (c, d) a pol�arn��ch bi�c��k�u (e), (Prescott a kol. 1996,
upraveno)

Vlastnosti vybran�ych mikroorganizm�u

Bacillus
rovn�e ty�cky po dvojic��ch nebo v �ret��zc��ch se zakulacen�ymi nebo �ctvercov�ymi konci; grampozitivn��;
peritrich�aln��; tvorba endospor

Pseudomonas
gramnegativn��; rovn�e �ci m��rn�e zak�riven�e ty�cky; jeden �ci n�ekolik pol�arn��ch bi�c��k�u

Proteus
gramnegativn��; rovn�e ty�cky; peritrich�aln�� bi�c��ky

E. coli
gramnegativn��; jednotliv�e ty�cky �ci ve dvojic��ch; peritrich�aln�� bi�c��ky
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Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Mikroorganizmy

� mlad�e kultury (4 nebo 16 hodinov�e)

� Bacillus cereus CCM 2010

� Pseudomonas 
uorescensCCM 2115T

� Proteus vulgaris CCM 1799

� Escherichia coli CCM 3954

� Micrococcus luteus CCM 169 { pro srovn�an�� nativn��ho prepar�atu, nepohybliv�y

Postup

P�ri pozorov�an�� bi�c��k�u se nesm�� pracovat se sklen�en�ymi p�redm�ety (krom skl���cek), proto�ze snadno
ulamuj�� bi�c��ky. Pracovat s mlad�ymi kulturami 4-16 hodin star�ymi v�zdy z tekut�eho m�edia, star�e
bu�nky odhazuj�� bi�c��ky.

Pozorov�an�� pohybu bi�c��ku

Visut�a kapka

� P�ripravit nativn�� prepar�at, kapku suspenze bun�ek z m�edia pipetovat na podlo�zn�� sklo.

� Nep�rekr�yvat kryc��m sklem, pozorov�an�� objektivem 20x p�ri Nomarsk�eho kontrastu, nezano�rovat!

� Pro vitalitu bun�ek je d�ule�zit�y dostatek kysl��ku, citliv�ej�s�� bu�nky se h�ybou jen naho�re.

� Nutno opatrn�e p�riost�rovat na horn�� �c�ast kapky.

Barven�� bi�c��k�u (obr. 77)

Barva obsahuje mo�ridlo tanin, kter�e se obal�� kolem bi�c��ku, zv�et�s�� jeho pr�um�er a zviditeln�� ho.
Barvi�cka na barven�� bi�c��k�u: roztok I (10 d��l�u) a II (1 d��l), uchov�avat zamra�zenou
Roztok I: 10 ml 5% vodn�eho roztoku fenolu, 2 g taninu, 10 ml KAl(SO4)2 � 12 H2O
Roztok II: nasycen�y roztok krystalov�e violeti (12 g) v etanolu (10 ml, 96%)

� P�ripravit nativn�� prepar�at na odma�st�en�e podlo�zn�� sklo a opatrn�e p�rekr�yt kryc��m sklem.

� Vedle kryc��ho skl���cka k�apnout barvi�cku pro barven�� bi�c��k�u.

� Barvi�cku pros�at �ltra�cn��m pap��rem a prepar�at pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000x s imerz��.
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Obr. 77: Obarven�e bi�c��ky Proteus vulgaris (A) a Bacillus cereus (B, C, D) (archiv autorek)

Pozorov�an�� pohybu na agaru pro testov�an�� pohybu

M�edium obsahuje n��zk�e procentu�aln�� mno�zstv�� agaru, polotekut�e m�edium (ni�z�s�� viskozita prost�red��).
Slo�zen�� m�edia: 100 ml demineralizovan�e vody, 0,1 g kvasni�cn�eho extraktu, 0,01 g K 2HPO3,

0,2 g agaru.

� Na agar se o�ckuje jen do st�redu misky, aby se rozr�ustala 1 kolonie.

� Kli�cku s kulturou zano�rit ve st�redu misky do agaru.

� Pohybliv�e kultury ud�elaj�� rozr�ustaj��c�� se kruh, n�ekdy vln��c�� se. Nepohybliv�e rostou jen v m��st�e
vpichu do ur�cit�e velikosti.

� V�ysledky za 3{5 dn��. S miskou se nesm�� h�ybat.

U rodu Proteus lze vyu�z��t jak tuh�e (fenom�en p�r��bojov�e vlny, plaziv�y n�ar�ust), tak polotekut�e
m�edium (plav�an�� bun�ek v m�ediu).
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Slo�zen�� Luria-Bertani swarming m�edia s 0,7 % agarem: 100 ml destilovan�e vody, 1 g enzy-
matick�eho hydrolyz�atu kaseinu, 0,5 g kvasni�cn�eho extraktu, 1 g NaCl, 0,7 g agaru.

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Pozorujeme pohyb bakteri�� ve visut�e kapce a pohyb bakteri�� na misk�ach ve form�e mohutn�e
se rozr�ustaj��c��ch koloni��.

� Pomoc�� obarven�ych bi�c��k�u pozorujeme rozd��ly mezi r�uzn�ymi bakteriemi (monotricha, perit-
richa).

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

� Sedl�a�cek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontroln�� ot�azky

1. Co jsou to inkluze?

2. Popi�ste typy pohybu: Brown�uv pohyb, pohyb pomoc�� bi�c��k�u a klouzav�y pohyb.

3. Popi�ste rozd��ly ve slo�zen�� bi�c��ku u grampozitivn��ch a gramnegativn��ch bakteri��.

4. Z jak�eho proteinu je slo�zen bakteri�aln�� bi�c��k?

5. �C��m lze zviditelnit bakteri�aln�� bi�c��k pro sv�etelnou mikroskopii?

6. Pro�c se p�ri pozorov�an�� bi�c��k�u nepou�z��vaj�� sklen�en�e pom�ucky?



4 Acidorezistentn�� barven��

C��l cvi�cen��

Acidorezistentn�� barven�� a Gramovo barven�� gramlabiln��ch bun�ek.

�Uvodn�� slovo

Jako gramvariabiln�� �ci gramlabiln�� mikroorganizmy se ozna�cuj�� ty, u nich�z se v �cist�e kultu�re �c�ast
bun�ek obarv�� grampozitivn�e a �c�ast gramnegativn�e.

Acidorezistentn�� mikroorganizmy obsahuj�� v bun�e�cn�e st�en�e vysok�y pod��l glykolipid�u, zejm�e-
na mykolov�ych kyselin, mastn�ych kyselin a vy�s�s��ch alkohol�u. Z toho d�uvodu se neodbarvuj�� anorga-
nick�ymi kyselinami ani sm�es�� kyseliny a alkoholu p�ri barven�� dle Ziehl-Neelsena. Acidorezistence m�a
v�yznam k odli�sen�� n�ekter�ych bakteri�aln��ch druh�u, nap�r. Mycobacterium tuberculosisa M. leprae.
Acidorezistentn�� bakterie jsou relativn�e nepropustn�e a rezistentn�� k slab�ym barviv�um. Pokud se
ale obarv�� barvivem se silnou barvic�� schopnost�� (nap�r. bazick�y fuchsin rozpu�st�en�y v 5 % fenolu),
neodbarv�� se ani 20 % kyselinou s��rovou. Acidorezistence z�avis�� na integrit�e bu�nky, obsahu lipid�u
a pravd�epodobn�e i na jejich zvl�a�stn��m anatomick�em uspo�r�ad�an��.

Vlastnosti vybran�ych mikroorganizm�u

Acinetobacter
kr�atk�e ty�cky a�z kokoty�cky ve dvojic��ch �ci �ret��zc��ch; gramnegativn�� �ci gramvariabiln�� (obr. 78)

Obr. 78: Acinetobacter grimontii obarven�y metodou dle Grama (archiv autorek)

Corynebacterium
rovn�e �ci m��rn�e zak�riven�e �st��hl�e ty�cky se z�u�zen�ymi �ci ztlu�st�el�ymi konci (kyjovit�e formy) nebo
v kr�atk�ych palis�ad�ach; grampozitivn��; neacidorezistentn��

Mycobacterium
rovn�e �ci m��rn�e zak�riven�e ty�cky, ob�cas se v�etv��c��; netvo�r�� vzdu�sn�e hyfy, konidie ani pouzdra; slab�e
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grampozitivn��; acidorezistentn��; n�ekter�e druhy rostou velice pomalu (a�z n�ekolik t�ydn�u)

Nocardia
m��rn�e �ci siln�e v�etven�a vl�akna substr�atov�eho mycelia rostouc�� na povrchu nebo pronikaj��c�� do agaru,
tvorba redukovan�eho vzdu�sn�eho mycelia; grampozitivn�� a�z gramvariabiln��; n�ekte�r�� z�astupci acido-
rezistentn��

Rhodococcus
ty�cky tvo�r��c�� siln�e v�etven�e substr�atov�e mycelium, vl�akna se rozpadaj�� do kr�atk�ych ty�cek a kok�u;
n�ekte�r�� z�astupci produkuj�� slab�e vzdu�sn�e hyfy; grampozitivn��, mohou b�yt acidorezistentn��

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Mikroorganizmy

� Mycobacterium phlei CCM 5639 { acidorezistentn��

� Nocardia carnea CCM 2756 { acidorezistentn��

� Rhodococcus erythropolisCCM 277

� Corynebacterium glutamicum CCM 2428

� Acinetobacter grimontii CCM 7198T T

Postup

Acidorezistentn�� barven�� dle Ziehl-Neelsena

� P�ripravit plamenem �xovan�y prepar�at.

� P�revrstvit koncentrovan�ym karbolfuchsinem, zah�r�at do v�ystupu par a v p�r��pad�e nutnosti
dopl�novat barvivo. Prepar�at zah�r��vat 3-5 minut (nesm�� se va�rit).

� Opl�achnout kysel�ym alkoholem 2x, maxim�aln�e na 15 sekund.

� Dobarvit L�o�erovou metylenovou mod�r�� nebo malachitovou zelen�� po dobu 30 sekund.

� Opl�achnout vodou a pozorovat p�ri zv�et�sen�� 1000x.

� �Cerven�e zbarven�e acidorezistentn�� bu�nky by m�ely b�yt dob�re patrn�e proti zelen�emu �ci modr�emu
pozad�� (obr. 79).

Obr. 79: Barven�� bun�ek dle Ziehl-Neelsena, Mycobacterium phlei (A), Nocardia carnea (B, C),
Rhodococcus erythropolis(D) (archiv autorek)



138 Acidorezistentn�� barven��

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Vyfocen�� a popis mikroskopick�ych prepar�at�u obarven�ych dle Ziehl-Neelsena.

� Da�rilo se Gramov�ym barven��m obarvit acidorezistentn�� kultury?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Greenwood D., Slack R. C. B, Peuthere J. F., a kol., L�eka�rsk�a mikrobiologie, Grada Pub-
lishing, 1999, ISBN 80-7169-365-0.

� Sedl�a�cek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontroln�� ot�azky

1. Co je c��lem acidorezistentn��ho barven��?

2. Jak�y je v�yznam dobarven�� metylenovou mod�r�� p�ri acidobazick�em barven��?

3. Pro p�uvodce jak�ych onemocn�en�� se vyu�z��v�a acidorezistentn�� barven��?

4. Co zp�usobuje, �ze jsou mikroorganizmy acidorezistentn��?
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C��l cvi�cen��

Kultivace aktinomycet. Pozorov�an�� vzdu�sn�eho, substr�atov�eho mycelia a srovn�an�� rozd��l�u.

�Uvodn�� slovo

Aktinobakterie (nap�r. Actinomyces, Nocardia, Rhodococcus, Streptomyces) jsou grampozitivn�� bak-
terie s vysok�ym procentu�aln��m obsahem G+C, kter�e v�et�sinou tvo�r�� prav�e mycelium, �casto se roz-
mno�zuj�� pomoc�� exospor, ale na rozd��l od kvasinek a mikromycet se vyzna�cuj�� prokaryotickou
stavbou bu�nky.

Mycelium (stabiln�� nebo do�casn�e) je souborem hyf s��t ’ovit�e struktury. Kvasinky mohou
vytv�a�ret tzv. pseudomycelium �ci neprav�e mycelium. Kvasinky pu�c�� na p�olech a jednotliv�e bu�nky
se od sebe neodd�eluj��, z�ust�avaj�� navz�ajem spojen�e. Vl�akno pseudomycelia je slo�zeno z prot�ahl�ych
bun�ek a jev�� se jako za�skrcovan�e. Hyfy prav�eho mycelia jsou rozd�eleny p�rehr�adkami a hyfa m�a po
cel�e d�elce stejn�y pr�u�rez a neza�skrcovan�y vzhled.

Pokud �c�asti mycelia vr�ustaj�� do substr�atu, jedn�a se o mycelium substr�atov�e, pokud jeho
�c�asti vy�cn��vaj�� nad povrch substr�atu, jde o mycelium vzdu�sn�e (obr. 80). Vzdu�sn�e mycelium
produkuje spory jednotliv�e, ve dvojic��ch, v �ret��zc��ch �ci v r�uzn�e utv�a�ren�ych v�a�cc��ch, tzv. sporangi��ch
neboli sporoforech (seskupen�� spor). Sporangia mohou b�yt um��st�ena i na myceliu substr�atov�em,
pokud se vzdu�sn�e netvo�r��. Tvar a um��st�en�� spor nebo sporangi�� je v�yznamn�y identi�ka�cn�� znak.

Obr. 80: Pr�u�rez koloni�� aktinomycet, �ziv�e bu�nky jsou ozna�ceny zelen�e, mrtv�e hyfy b��le (Prescott
a kol. 1996, upraveno)

Nokardioformn�� aktinomycety tvo�r�� bud ’ substr�atov�e mycelium ( Rhodococcus), substr�atov�e
i vzdu�sn�e mycelium ( Nocardia) nebo v�yjime�cn�e pouze vzdu�sn�e mycelium ( Sporichthya). Strepto-
mycety tvo�r�� bohat�e v�etven�a, dlouh�a vl�akna, substr�atov�e i vzdu�sn�e mycelium, na jeho�z konc��ch
jsou kulat�e spory v rovn�ych �ret��zc��ch, p�rev�a�zn�e na vzdu�sn�em myceliu. Velikost bu�nky je v pr�um�eru
0,5-2,0 µ m. R�ust je pomal�y, kolonie se objevuj�� po 3 a�z 4 dnech, pokud se tvo�r�� vzdu�sn�e mycelium,
zral�e se objevuje a�z po 7 a�z 14 dnech. Tyto hyfy jsou zpo�c�atku b��l�e, ale s tvorbou spor nab�yvaj��
r�uzn�e zbarven��.

Aktinomycety mohou r�ust i v tekut�em m�ediu, ale vy�zaduj�� zna�cnou aeraci a prot�rep�av�an��,
proto�ze vytv�a�r�� shluky na rozd��l od rovnom�ern�eho r�ustu jin�ych druh�u bakteri��. Jsou �siroce roz�s���reny
v prost�red��, v p�ud�e, na rostlin�ach; jsou mezi nimi patogeny �clov�eka, zv���rat a rostlin. Nokardioformn��
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aktinomycety i streptomycety vytv�a�r�� charakteristick�e kolonie s drsn�ym a vr�as�cit�ym povrchem
a pigmentac��.

P�ri snaze pozorovat neporu�sen�e substr�atov�e a vzdu�sn�e mycelium vych�az��me ze skute�cnosti,
�ze p�ri odeb��r�an�� vzorku kolonie pro mikroskopick�y prepar�at se mycelium v�et�sinou po�skod�� a nelze
jej sledovat v p�uvodn�� podob�e n�ar�ustu p�ri zachov�an�� jeho struktury. P�ri pozorov�an�� prepar�atu
skl���ckov�e kultury lze naopak pozorovat hyfy a rozpadaj��c�� se vl�akna bez jejich poru�sen�� tak, jak
narostly na kryc��m skl���cku. O�ckov�an�� kultury mus�� b�yt p�r��sn�e steriln��, aby nedo�slo ke kontaminaci
kultury, nejl�epe ve 
owboxu, s vy�z��hanou kli�ckou, o�zehnut�ym skalpelem a o�zehnutou pinzetou. Pro
skl���ckovou kulturu neexistuje univerz�aln�� m�edium, vych�az�� se z optim�aln��ho m�edia doporu�cen�eho
pro kultivaci dan�eho typu mikroorganizmu.

Vlastnosti vybran�ych mikroorganizm�u

Nocardia
m��rn�e �ci siln�e v�etven�a vl�akna substr�atov�eho mycelia rostouc�� na povrchu nebo pronikaj��c�� do agaru,
tvorba i vzdu�sn�eho mycelia; grampozitivn�� a�z gramvariabiln��; n�ekte�r�� z�astupci acidorezistentn��

Rhodococcus
ty�cky tvo�r��c�� siln�e v�etven�e substr�atov�e mycelium, vl�akna se rozpadaj�� do kr�atk�ych ty�cek a kok�u;
n�ekte�r�� z�astupci produkuj�� slab�e vzdu�sn�e hyfy; grampozitivn��, mohou b�yt acidorezistentn��

Streptomyces
vegetativn�� vl�akna tvo�r�� v�etven�e mycelium; vzdu�sn�e mycelium tvo�r�� �ret��zky ze t�r�� i v��ce spor; pro-
dukce pigment�u; tvorba trval�ych vl�aken; kolonie vzhledu li�sejn��k�u �ci ko�zovit�e, m�aselnat�e kolonie

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� Steriln�� pinzeta, skalpel, destilovan�a voda, kryc�� skl���cka

� Steriln�� miska se sklen�en�ymi kuli�ckami a podlo�zn��m skl���ckem

� Kultiva�cn�� m�edia podle typu kultury (v siln�e vrstv�e pro p�r��pravu kultivaci na kryc��m skl���cku,
v tenk�e vrstv�e pro kultivaci na podlo�zn��m skl���cku)

� O�ckovac�� kli�cka

Mikroorganizmy

� Rhodococcus erythropolisCCM 277 (obr. 81)

� Nocardia carnea CCM 2756 (obr. 82)

� Streptomyces griseussubsp.griseus CCM 3362 (obr. 83)
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Obr. 81: Substr�atov�e mycelium Rhodococcus erythropolis(archiv autorek)

Obr. 82: Nocardia carnea, substr�atov�e (A), vzdu�sn�e (B) mycelium a p�rechod mezi nimi (C) (archiv
autorek)

Obr. 83: Streptomyces griseus, substr�atov�e (A), vzdu�sn�e (B) mycelium a p�rechod mezi nimi (C)
(archiv autorek)
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Postup

Vlhk�e kom�urky { kultivace na podlo�zn��m skl���cku (obr. 84)

� Podlo�zn�� sklo asepticky um��stit na kuli�cky ve steriln��ch Petriho misk�ach.

� Na podlo�zn�� skl���cko vy�z��han�ym skalpelem um��stit tenk�y �ctvere�cek agaru.

� Typ agaru vybrat dle kultivovan�eho mikroorganizmu: Nocardia - m�edium M8 (yeast glu-
cose agar);Rhodococcus- m�edium MPA �ci M8; Streptomyces- m�edium M15 (streptomyces
medium).

� Vy�z��hanou kli�ckou o�ckovat pod�el okraj�u a p�rekr�yt steriln��m kryc��m skl���ckem (18 � 18 mm
nebo 22� 22 mm).

� Pod podlo�zn�� skl���cko na kuli�cky pipetovat cca 5 ml steriln�� destilovan�e vody.

� Kultivovat p�ri 30 ° C po dobu 3{5 dn��.

Pozorov�an��

P�r��mo n�ar�ust na skl���cku, zv�et�sen�� 200x nebo 400x, Nomarsk�eho kontrast.

Obr. 84: Kultivace na podlo�zn��m skle (archiv autorek)

Kultivace na kryc��m skl���cku (obr. 85)

� Pou�z��t m�edium dle o�ckovan�eho kmene - siln�ej�s�� agar na Petriho misce.

� Do agaru zap��chnout steriln�� kryc�� skl���cko vy�z��hanou pinzetou pod �uhlem 45 ° .

� Kulturu nao�ckovat z horn�� strany pod�el �zl�abku. Substr�atov�e mycelium pror�ust�a i agar.

� P�red pozorov�an��m v�ysledk�u (po 3-5 dnech) vyt�ahnout skl���cko a ozna�cit horn�� i doln�� stranu
pro rozpozn�an�� vzdu�sn�eho a substr�atov�eho mycelia.

Pozorov�an��

Skl���cko s narostlou kulturou polo�zit n�ar�ustem na podlo�zn�� skl���cko. Pozorovat p�ri zv�et�sen�� 400 �
s imerz�� v jasn�em poli nebo Nomarsk�eho kontrastem.
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Obr. 85: Kultivace na kryc��m skl���cku (archiv autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Poda�rilo se steriln�e o�ckovat skl���ckov�e kultury?

� Byl patrn�y rozd��l mezi substr�atov�ym a vzdu�sn�ym myceliem?

� Jak�y byl typ mycelia, tvar a um��st�en�� sporangi��, pokud se vyskytovaly?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

� Sedl�a�cek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontroln�� ot�azky

1. Kter�e bakterie a kter�e kvasinky se kultivuj�� technikou skl���ckov�e kultury a pro�c?

2. Jak�ych kultiva�cn��ch m�edi�� se v tomto cvi�cen�� vyu�z��v�a?

3. Pro�c je d�ule�zit�a sterilita pr�ace?

4. Co je to mycelium, kter�e mikroorganizmy mycelium vytv�a�r�� a jak�e typy myceli�� rozezn�av�ame?

5. Co je to pseudomycelium?
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C��l cvi�cen��

� Sezn�amit se s 
uorescen�cn�� mikroskopi��.

� Pozorovat auto
uorescenci a 
ourescenci mikroorganizm�u vyvolanou 
uorochromem (barvi-
vem) p�ri r�uzn�ych vlnov�ych d�elk�ach.

�Uvodn�� slovo

Fluorescence je schopnost n�ekter�ych l�atek po oz�a�ren�� sv�etlem o krat�s�� vlnov�e d�elce (excita�cn��
z�a�ren��) emitovat sv�etlo o del�s�� vlnov�e d�elce. Lze rozli�sit dva typy 
uorescence prim�arn�� (auto
u-
orescenci) a sekund�arn�� 
uorescenci. Auto
uorescence je schopnost n�ekter�ych p�rirozen�e se vy-
skytuj��c��ch l�atek (nap�r. chlorofyl), 
uoreskovat po dopadu UV z�a�ren��. Sekund�arn�� 
uorescenc��
rozum��me 
uorescenci barviva tzv. 
uorochromu kovalentn�e nav�azan�eho na sledovan�e bun�e�cn�e
struktu�re. Mezi b�e�zn�e u�z��van�e 
uorochormy pat�r�� 
uorescein, rhodamin, auramin a akridinov�a
oran�z.

SYBR Green je barvi�cka v�azaj��c�� se na nukleov�e kyseliny (nejvy�s�s�� a�nitu m�a k dsDNA).
Komplex nukleov�a kyselina-SYBR Green absorbuje modr�e sv�etlo ( � max = 497 nm) a emituje
zelen�e sv�etlo ( � max = 520 nm).

P�ri 
uorescen�cn�� mikroskopii je vzorek vystaven ultra�alov�emu, �alov�emu nebo modr�emu
sv�etlu. Mikroskop mus�� b�yt vybaven zdrojem kr�atkovlnn�eho sv�etla, jako jeho zdroj slou�z�� xenonov�a
v�ybojka. Sv�etlo proch�az�� dv�ema sadami sv�eteln�ych �ltr�u. Prvn�� sada (excita�cn��) propou�st�� pouze
�z�adan�e vlnov�e d�elky a odstran�� paprsky o del�s�� vlnov�e d�elce. Excita�cn�� �ltry jsou r�uzn�e siln�a
barevn�a skla, modr�a a�z �alov�a. Druh�a sada br�an�� z�abrann�ym �ltrem vstupu kr�atkovlnn�ych paprsk�u
do oka. Kondenzor s tmav�ym polem poskytuje �cern�e pozad��, na kter�em 
uorescentn�� objekty z�a�r��.

Pseudomonas 
uorescens
produkce 
uoresceinu; v�yskyt v p�ud�e, vod�e, potravin�ach, hum�ann��m klinick�em materi�alu

Seznam p�r��stroj�u a mikroorganizm�u

Pom�ucky a chemik�alie

� MPA, SYBR Green, PBS pufr

Mikroorganizmy

� Saccharomyces cerevisiae

� Bacillus thuringiensis CCM 19

� Bacillus megaterium CCM 2007

� Pseudomonas 
uorescensCCM 2115T
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Postup

Auto
uorescence (obr. 86)

� Vystavit n�ar�ust 
uoreskuj��c�� kultury UV z�a�ren��.

Obr. 86: Kultura Serratia marcescens (�cerven�y pigment) a Pseudomonas 
uorescensbez (A)
a s UV oz�a�ren��m (B) (archiv autorek)

Fluorescence emitovan�a barvivem SYBR Green (obr. 87 a 88)

� Narostlou kulturu prom�yt v PBS pufru (1,81 g Na 2HPO4�12 H2O, 0,203 g NaH2PO4 �2 H2O,
0,85 g NaCl, 100 ml H2O, pH 7), obarvit barvivem SYBR Green a pozorovat 
uorescen�cn��m
mikroskopem p�ri r�uzn�ych vlnov�ych d�elk�ach.

Obr. 87: Kultura Bacillus thuringiensis obarven�a barvivem SYBR Green a vystaven�a z�a�ren��
o r�uzn�e vlnov�e d�elce (archiv autorek)
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Obr. 88: Kultura Saccharomyces cerevisiaeobarven�a barvivem SYBR Green a vystaven�a z�a�ren��
o r�uzn�e vlnov�e d�elce (archiv autorek)

Zhodnocen�� cvi�cen��

� Fluoreskovala samotn�a kultura p�ri UV z�a�ren�� (miska/mikroskop)?

� Jsou rozd��ly ve 
uorescenci p�ri r�uzn�e vlnov�e d�elce, pro�c?

Dal�s�� informace k t�eto problematice najdete v n�asleduj��c��
literatu�re

� Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.

� Sedl�a�cek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

� Votava M., L�eka�rsk�a mikrobiologie { vy�set�rovac�� metody, Brno, Neptun, 2010, ISBN 978-80-
86850-04-8.

Kontroln�� ot�azky

1. Kter�a �c�ast bu�nky 
uoreskuje po nav�az�an�� barviva SYBR Green?

2. Co zp�usobuje auto
uorescenci?

3. Na co se v�a�ze SYBR Green?


	Titulní strana
	Obsah
	Úvod
	Zásady bezpečné práce v mikrobiologické laboratoři
	I Obecná mikrobiologie
	Příprava živných médií, kultivace mikroorganizmů, aseptická práce
	

	II Cytologie a morfologie bakterií
	Gramovo barvení, negativní barvení, nativní preparát
	Struktury buňky (barvení inkluzí a pouzder)
	
	
	Sklíčkové kultury
	Fluorescence


