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Uvod

Bakterie, viry a kvasinky nepat do stejre taxonomicle rodinky.

Se \semi se sezramme a mara Se i reco pilcme.

V praktiku je nutre asepticky pracovat, abychom se mohli z hezk/ch wsledid radovat.
Ri plotnowe metoce by nely byt wsledky ve shoce.

Mchat vzorek se wdy mus, kad si to prakticky zkus.

Inhibcn Dny vznikaj, kdy citlive bakterie se s antibiotiky setka,j.

Ri vialnm barven doctazme k zjsen, barvu negijme bwnkazia, protae je jej membana
funicn a ceé.

Pokud s &gy pracujeme, pak i bakterie potebujeme, aby se gy mohly pomnait a zow lyatci
plaky vytvait.

Bud pozitivn modeci negativncervere, jsou bunky po ,, Gramovi\ zbarvere.

Ri rozboru vody maj bakterie hody, kultivujeme je na selektivnm mediu, a rekdy vzorek nediem
zaleju.

Jde ram o enterokoky a bakterie koliformn, ve voce nen vhodry jejich wskyt enormn.
Postupra identi kace a testy akladn jsou pro spavre ucen zdycky to zasadn.
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. Vstup do laboratae je povolen pouze osokam vykoravajcm cvten.

. 'V laboratai vykoravejte pouze paci stanovenou obsahem cvcen.

. 'V laboratai je zalazano jst, pt a kourit.

. V laboratai je nutre powvat laboratorn plst  ’ a pemvky.

. 'V laboratai je zakazano otevrat okna. \etan je zajseno pomoc klimatizace.
. Red pchodem do laboratornho cvtcen se seznamte s jeho obsahem.

. Fred zapaetm a po ukorcen piace je teba dezin kovat pracovn plochu, unyt si a dezin-
kovat ruce.

. Na pracovn plochu pokhdejte co nejmere osobnch \ec. Na pracovn plese nee snadno
dojt k jejich kontaminaci. Oblecen, batohy a tasky odkhdejte vsatre.

. Pracujte peclive a opatrre. Zabante tm kontaminaci materalu a rehodremu potsren
pracovn plochy a sebe mikrobalnmi kulturami.

Nedoykejte se zbytecre rukama oblteje, nenaresejte v laboratai kosmetiku, nemanipulujte
s kontaktnmicakami.

Ai barven mikroorganizra polwevejte jednoazowe ochranre rukavice, pokud je to mare,
pracuijte v digestai. Ochranre rukavice nen nutre powvat gi manipulaci s mikroorgani-
zmy, pokud se \sak budete ctit bezpecreji, polzijte je.

Kahany nectavejte haet pouze po dobu, kdy je w\ate.

Powie sklo a zbytky mikrobalnch kultur odkhdejte na ucera msta. Vadrem ppace
nevykvejte kultury do odpadu! Veskely kontaminovary materal je ped likvidac a mytm
nutno dezin kovat nebo sterilizovat (yka se i rozbieho skla), ppadre vyhodit do kse na
nebezpecry odpad (nap. buncif vata powit k likvidaci rozlie kultury).

Dojde-li k rahodremu potsren pokazky mikrobaln kulturouci poraren pokazky, oznamte
tuto skutecnost ihned vywujcmu. Pokaku je nutno csetit vhodrym dezinfelcnm pro-
stedkem (ajatin, Septoderm), aby nedalo k infekci.

Stejre asady jako v boce 14 plat i v gpadce znecsen pracovn plochy nebo pracovnho
ockvu.

V ppack jalekoli nejistoty se informujte o spavrem postupu u s\eho vyiwcujcho.

Oznate sechna nedia a kultury ve zkumavlach, bankach a Petriho miskach razvem nedia
a kultury, swm jmenem a pracovn skupinou. Misky popisujte na dno! K oznaen polzvejte
popisovae na sklo.

\&echny pracovn postupy, obzvése pak powit bakteraln kultury, mnastv pipetovarych
roztol a postupy pirecen si peclie zaznameravejte.

Po ukorten pace odneste powie poracky na ucere msto, uklid 'te pracovn plochu a vy-
dezin kujte ji dezinfekcnm roztokem.

Red odchodem ze cvcen si dolre umyjte ruce a vydezin kujte dezinfelcnm prostedkem.
V ppace, ze potebujete katkou pesavku v pukehu cvcen, umyijte a vydezin kujte si
ruce ped opitsenm laboratae.
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1 Rpravazivrych nedi, kultivace
mikroorganizm, asepticla pace

Cl cveen

Frprava a sterilizacezivrych nedi (agar na Petriho miskach,sikny agar a bupn). Sezramen se
se asadami asepticle pace v laboratai.

Uvodn slovo

Zsady ppravy mikrobiologickch pd

Nutno pracovat se steriinm radobm ve sterilnm prosted, co nejrychleji na ukor objemowe
pesnosti (tzv. asepticlka pace). zetavat hrdla barek i zkumavek. Ri paci nemluvit. Nadoby
S jg sterilnm mediem otevrat co nejnere.

Kultivace

Kultivace mikrol je zakladnm postupem slowcm k jejich pnemu pnkazu. Charakter ustu
bakterie je dleziym identi kenm znakem; newhodou je doba kultivace (nap. Mycobacte-
rium tuberculosis roste 9 ydo, \esina bakteri pouze 24{48 hodin). Mikroorganizmy (bakte-
rie, vhknie houby, kvasinky) se v mikrobiologickych laboratach kultivuj na sterilnch zivrych
medich, ktee sphuj \sechny pazadavky na wivu a maj optimaln pH, osmoticle ponery a re-
doxpotencal. Samozejmost je dostatek vody pro zivotn pochody a ptomnost zivin: zdroje
energie (organotrof { organicla atka; fototrof { s\etlo; litotrof { anorganicla atka), uhlku (hete-
rotrof { organicla htka; autotrof { CO ), dusku (amonre ionty, dusthano\we ionty, aminokyseliny,
blkoviny nebo jejich@astecre hydrolyzaty) a biogennch prvla (anorganicle soli), ptenz hodnoty
uvederych podmnek mus mstat optimaln po celou dobu kultivace.

Zivra nedia

Dle sl@en Ize nedia clit do dvou zakladnch skupin: nedia synteticka (de novara) s gesre de -
novarym sla@enm (istojre roztoky, zdrojem uhlku obvykle gluloza, zdrojem dusku (NH  4)2SO4
nebo NH,Cl, cise aminokyseliny, vitamny a ustowe faktory) a nedia girozera (komplexn),

ktee maj ve s\vem akladu zivry bujon a nejsou chemicky de novare. Jsou tvaeny slakami
zskarymi po kysek hydroyze kaseinu, zelatiny nebo po enzymaticle hydroyze masa (pepsin,
trypsin, pankreatin).

Podle konzistence rozezraxame nedia tekut (meko, masopeptonow bujon, cukrowa nedia,
sladina), polotekut, ztwzera a tuha. Whodou tekuych nedi je snadry pstup vody azivin, mi-
kroorganizmy v nich sraze rostou. Newhodou je ust mikroorganizm projevujc se zakalenm,
sedimentem nebo blankou (dle rarol na kyslk). V tekuem mnediu nelze ucit, zda se jedra
ocistou kulturu nebo snes vce drul, rod.

Pro ppravu ztwerych pd se k bujonovemu zkladu gicava \esinou agar (smes polysa-
charid z maskychras, nen vyw\an jako zdrojzivin), mere pakzelatina (nis teplota ain, okolo
35 C)ci kemcie gely. Whodou kultivace na pevrem nediu na Petriho misce je manost po-
zorowan izolovarych koloni (klon jedre bunky), tedy izolovarych kmen. Kolonie bakteralnho
druhu je taxonomicky wznamry makroskopicky znak.
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Media univeraln swm sl@enm vyhovuj pazadavkm na wzivusiroleho spektra orga-
nizra (nap. masopeptonow bujon, sladinow agar). Media selektivn swm slazenm zwhoduj
ust jednoho druhu nebo clowe skupiny organizm, wst ostatnch drub je inhibovan (nap.
Ashbyho agar { bezduskat medium, rostou na rem jen organizmy schopre xace vzdiwsreho
dusku). Selektivnh nedia obsahuj inhiben sleku nebo naopak rektem zakladn slaka chyb,
ca zwhodhuje a clere izoluje prokazovare rody a druhy. Media selektivre diagnosticla swm
sl@eenm potlacuj wst vesiny mikroorganizma a umanuj ust jen velmi mak skupire. Charak-
teristickywst se projev znenou barvy mediaci koloni vlivem biochemicle reakce mikroorganizmu
(nap. Endova pda).

Rklady kultivanch pd

Masopeptonoy agar (MPA)
obsahuje wtazek z masa, pepton, sl a agar, bna akladem pro dak nedia.

Krevn agar (KA)

pipravuje se picanm 5{10 % de brinovare zvec krve k vhodremu zakladu (nap. MPA), nejvce
powvare pda, roste na n \esina bakteri, na KA Ize odectat hemoyzu, pokud bakterie tva
hemolyziny { vznikuplreho projasren, u neuplre hemoyzy nen projasrenuplre.

Endova pda (Endoagar, EA)

selektivre diagnosticka pda pro stevn bakterie celed ' Enterobacteriaceae), obsahuje lakbzu. In-
dilkatorem jejho kvasen je bazicky fuchsin odbarvery sititanem sodrym. Je-li lakbza kvasena,

nmen se barva swtle alovaervera do temre alowe vlivem zneny pH. Bakterie, ktee kvas
lakbzu, maj tmawe alowe zabarvere kolonie. Bakterie, ktee lakbzu nezkvasuj, maj kolonie
wo\e.

XLD agar
pda pro achyt patogennch stevnch bakteri (Salmonella), obsahuje lakbzu. Lakbzu kvasc
bakterie jsouzlue. Lze rozpoznat tvorbu H2S {cerry sted koloni.

Sabouraudova pda
pro zachyt kvasinek a plsn, obsahuje glulozu nebo malbzu, pH 5,0.

Fortnerova pda
pro zachyt anaeroll (obsahuje redukujc substance).

Lewenstein-Jensenova pda
pevra pda pro zachyt mykobakteri, obsahuje vajeenou emulzi, glycerin, skrob, malachitovou
zele.

Slanetz-Bartley agar (SB)

selektivre diagnosticlka pda pro bakterie rodu Enterococcus, chudh naziviny (enterokoky jsou
nerarcre oproti jiym bakterim), kolonie enterokok maj v masivhm raustu alovohredou
barvu.

Wilson-Blairova pda
selektivn pda pro salmonely ¢erre kovowe leske kolonie scerrym okolm).

Claubergova pda
diagnosticla pda pro Corynebacterium diphtheriae ¢erre kolonie s kovowm leskem).

Cokohadoy agar
obsahuje krev gicavanou do horleho akladu pro krevn agar (80 C), slow ke kultivaci rararych
mikrob.

Mueller-Hinton agar
vylz\a se pro testowan citlivosti a rezistence k antibiotikim a pro primarn izolaci neisseri.
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Uchowan nedi

A na wjimky se media uchowavaj v lednici tak, aby nevysychaly { dnem vzhru a zabalere a to
po stanovenou dobu exspiraceCerstwa media nesm mt ged akowanm bakteri moky povrch
{ ped zaatkem prce se davaj na rekolik hodin stsit.

Dezinfekce, sterilizace, dekontaminace

Odstraren mikroorganizr z prosted (dekontaminace) nee byt zabezpeceno uzrymi zpsoby
a tomu odpovdh & dosazery efekt. Prosyuklid, myt, pran azehlen snzuje wskyt mikroor-
ganizm & o0 90 %. Tm se zvysujelcinnost rasledre provacere dezinfekce nebo sterilizace.

Dezinfekce

s pouzitm chemickych atek nebo fyzilaln je de novana jako ncenci zneskochowan vegetativnch
burek patogennch mikroorganizrm na neziwch gednetech, ve vrepm prosted (ve vode, ve
vzduchu apod.) a v infelcnm materalu. Clem dezinfekce je init predmety (zevn prosted)
neinfelcn. Ltinnost dezinfekce je avish na rezistenci mikroorganizra wi emto prostedkm,
ktee by nely mt baktericidnicinek na \esinu patogennch mikroorganizm.

Antisepse

je zneskochowan patogennch arodld v prostedziwch tkan, v rarach, na sliznicch a na ki

s pouwitm antiseptik. Je nanrena hlavre proti mikrobbm vyvohvajcm hnisan. U antiseptik
nen striktn paadavek na baktericidnicinek jako u dezinfelcnch prostedl, stec bakteriosta-
ticke psoben. Antiseptika mus sphovat paadavek nejedovatosti a dobe sresenlivosti ziymi
tkaremi. Na rozdl od dezinfelcnch prostedk proto podehaj schwalen jako kazdy jiry zdravot-
nicky prostedek. U antiseptik nen nutra doba rozpustnost ve voce.

Asepse

je souhrn opaten vedoucch ke stavu, kdy je v prosted minimum mikroorganizm. Asepse ma
zabanit pstupu mikroorganizm kziwm tkanm pi chirurgickych operacch powvanm ste-

rilnch rastraj, obvazowch atek,sicho materalu, pryzowch rukavic, prpravou operacnho pole,
dezinfekc chirurgowch rukou, powvanmustenek apod. Pojem asepse zahrnuje tale laboratorn
a wrobn metody, u nicte je snaha zabanit mikrobaln kontaminaci nag. u mikrobiologick/ch
laboratornch prac a pi wrolke ek.

Sterilizace
je znten sech ziwch mikroorganizm, \cetre vysoce rezistentnch bakteralnch endospor fy-
zikalnmi nebo chemickymi postupy.

Sterilizace nasycenou vodn parou pod tlakem

(v autokhvu) se prowad nefastji za pretlaku 100 kPa gi teploe 120 C po dobu 15{30 minut.
Tento zpsob sterilizace umanuje zntit bezpecre \sechny formy mikroorganizrm. Autokbv je
tlakow sterilizator opatery vodoznakem pro stav vody ve vyvjei fary (pokud nen gmo napo-

jen na pvod mary z centalnho zdroje). Dale je vybaven pojistrym ventilem, dvema manometry
(jeden k meren petlaku mary ve vyvjeci, druty v pracovnm prostoru), odvzdusiovacm ventilem,

vodn wevou a teplorerem. Dokonak odvzdisren pracovnho prostoru na zaatku sterilizace

je pedpokladem uspesre sterilizace (smes pry se vzduchem pi 120 C a 30 minutowe expozici
nenma spolehlivy sterilizacn efekt). V autokhvu Ize sterilizovat uzre roztoky, kovowe laboratorn
rastroje, prywow materal. Ri sterilizaci bakteriologickych pd je teba dat pozor na maznost
hydroyzy disacharid a pskozen termolabilnch atek.
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Seznam pstraj a mikroorganizm

komercn masopeptonow medium (MPB { meat pepton broth)
agar, destilovara voda

steriln Petriho misky

sklerere biologicle zkumavky, Erlenmeyerovy banky

vatowe atky, odrrerry \alec, autokav

Postup

Pace probha ve dvojici. Popsat sve zkumavky a misky zespodu.
Do Erlenmeyerovy banky nawit 2,6 g masopeptonowho bujonu.

Doplnit do 200 ml destilovanou vodou, dkladre rozmchat a zmait pH (pH paprkem,
ppadre upravit).

Pipetovat po 5 ml do dvou zkumavek, uzawt vatovou ci kovovou zatkou. Takto jsou zku-
mavky s bujonem pipravere ke sterilizaci.

Ke zbytku roztoku nedia pidat 3,6 g agaru a promchat. Medium zakhrvat do rozvaen
agaru (v autokhvuci mikrovinre troute), poe pipetovat opet do dvou zkumavek po 5 ml,
uzawt vatovouci kovovou zatkou. Zkumavky jsou gipravere pro sterilizaci {sikrry agar.

Zbytek nedia v baxce uzavt vatovou atkou a spolere se zkumavkami umstit do au-
tokhvu. Sterilizace probra 20 min pi tlaku 0,15 MPa a teploe 121  C.

Po sterilizaci v autokbhvu je jz medium steriln, nutno dodreovat asady asepticle pace
(zetaan hrdla barek a zkumavek)!

Steriln medium z banky rozevat do predem gipraverych sterilnch Petriho misek. Do misky
nalt zhruba 20 ml nedia, to odpovda 4{5 mm nedia na wsku v misce. Misky otevrat co
nejmere, pi paci nemluvit (obr. 1A). Po utuhnut misky obatit dnem vziaru.

Zkumavky se sterilnm agarem jese za tekueho stavu ulait do sikne polohy a nechat
utuhnout (obr. 1B).

Po rekolika dnech vyhodnotit, zda nedclo ke kontaminaci.
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Obr. 1: Rpravazivrych agan (archiv autorek)

Zhodnocen cvcen
Fipravera nedia budou v pstm cvcen slowit nejen k akowan, ale i k rasledremu makro-
skopiclemu pozorown kultur mikroorganizra. Byly dodreny asady asepticle pace?

Dalo k ramstu kontaminace?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Votava M., Kultivaen pdy v ekasle mikrobiologii . 2000, Nakladatelstv Hortus, Brno,
ISBN 80-238-5058-X.

S:_ Kontroln oazky

Jak byla zajsena sterilita pace?
Jakou whodu nasikny agar oproti agaru v Petriho misce?
Prac se charakter wstu koloni hodnot na Petriho misce a nikoli v bujonu?

Jak se od sebe Is synteticla media a pirozera?

o > w0 npkE

Jmenujte pklady a sleen ztwovadel kultivecnch pd v mikrobiologii.
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. Jale poracky a postupy zaricuj aseptickou paci ve cvcen?

. Jakym zpsobem je mare zskat z bujonu ztweenou kultivacn pdu?
Jala je funkce kultivacnch medi?

. Jaly je rozdl mezi antiseps a aseptickou prac?

Inaktivuj se pasterizac bakteraln endospory?

Co je to sterilizace; uvette rekolik pklad.

Uvedte rekolik pklad pro zajsen asepticle pace na laboratornm stole mikrobiolo-
gicleho praktika bez owboxu.

Cm je mare obohatit kultivacn pdu?
Co znamera pojem dezinfekce?

Co znamera pojem sterilizace?

Zajmavosti

Robert Koch zavedl kultivaci na extraktu zhovezho masa zpevrerem zelatinou . Kultivac
na pevre pc tak mohl zjistit pacet druly bakteri (dle vzhledu kolonie) a pacet burek ve
vzorku (= paet koloni) a zskatcistou kulturu.

Walter Hesse na radu s\e marrelky nahradilzelatinu agarem .
Petriho misky byly v mikrobiologii zavedeny Richardem Petrim v roce 1887.

Masow wtazek je bohay na ustowe faktory, ale naziviny je porrerre chudy. Frederick

Lo er (spoluobjevitel pvodce zskrtu) vylegsil masow extrakt pdavkem peptonu (pro-
dukt enzymaticleho nataven masa, obsahuje peptidy i volre aminokyseliny) a NaCl , tm
vzniklzivry bujon.

Komecn sisera kultivach media se powevaj od roku 1914.



2 Metody steriln pace, @koan
a uchowawan mikroorganizm

Cl cveen

Natcit se asady asepticle pace a dodrovat je @i paci s mikroorganizmy. Zvadnut techniky
akown mikroorganizr (tekut i tuka nedia). 1zolace jednotliwch koloni pomoc kzoweho
rozeru.

Uvodn slovo

Jako kultury  oznacujeme mikroorganizmy kultivovare v laboratornch podmnlkach nazivrych
nedich. Pracujeme-li s kulturou jednoho druhu, povazujeme ji za kulturu cistou . Kultury
sngere  jsou kultury rekolika drub (nap. izohaty z girozereho prosted, ktee je poteba kul-
tivac pro identi kaci odcklit = izolovat). Jako  kultury technicle se oznauj kultury powevare
pro wzkumre nebo provoznicely (vcistrrach odpadnch vod, bakteraln Itry, bioreaktory).
Technicle kultury mohou byt jak cise (pivovarske kvasinky), tak snsere (mkcre bakterie pro
wrobu jogun).

Kultury peresme (= preckowavame) nacerstve medium z tekueho nebo z tukeho nedia
zauzrymiwcely: penesen docerstegho nedia, @iven, akown na diagnosticle medium, izo-
lace kultury, ackown pro odecet fyziologickych a morfologickych viastnost kultury. Charakter
ustu a podmnky rasledre kultivace jednotliych kultur se v laboratai (optimaln podmnky {
cist kultura, dostatek zivin) wdy odlsuj od ustu dare kultury v pirozerem prosted. Rst
v prirozerem prosted doprovaz kompetence oziviny, adaptace a neusty boj s antibiotiky a me-
tabolity sowcasre ptomrych dakch kmen. Navc je teba si uvedomit,ze mnoho bakteralnch
drub je nekultivovatelrych.

Izolace bakteralnho kmene

Pro ziskcise kultury jsou vyw\ana selektivn nedia, na ktefych vyroste pouzezadary bakteraln
taxonci skupina taxon (druh, rod). Pro izolaci kmene na Petriho misce na selektivnm nebo na

neselektivnm (univeralnm) nediu vywxame metodu koeho rozeru. Podle vzhledu vy-
rostl/ch koloni Ize odlsituzre morfologicle typy a ty rasledre izolovat dakm kzowm rozerem
(odebanm burek z dare kolonie). Koy rozer je metoda postupreho zed ovan pvodn kul-

tury zawelem zisku jednotliwch koloni a odecten jejich morfologie. Kolonie mikroorganizm je
ve s\e podstat klon jedre bunky. Bakteriologiclka kicka s preresenou kulturou se po kazcem kroku
akowanzha v plamenu, tm dojde k usmrcen burek a pi dabm tahu pak po agaru roztame
pouze bunky setere z rasledujc oblasti kzoveho rozeru. Rozta se stle mers mnastv burek.

V mse tzv. tadku (posledn oblast kzoweho rozeru) jg vyustaj jednotlive kolonie, u kteych
Ize hodnotit charakteristicky pro |, vzhled, tvar, barvu, okraje.

Kultivace

Kultury v tekuem nediu neeme kultivovat kontinalre (nap. \e6 objemy nmedia s pumy-
slowmi kmeny). Rkladem je chemostat , kdy je wstowa rychlost kultury rzena koncentrac
limitujcziviny, ktea je ptokem noweho nedia dodhwana. Naakujeme-li medium, do kteeho jz
nejsou dodaanyziviny, jedra se o kultivaci statickou . Staticla kultivace nmee byt  submerzn
(tepara) nebovzdwsrera.  Temito procesy se promctavanm z\esuje plocha Bizoveho rozhran
a nee probhat efektivreg wnena plyn (nap. provzdwiovac rcty v bioreaktorech).
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Vzhled kultury ovliwnuje powite nedium, typ kultivace i s& kultury. Stejry mikroor-
ganizmus nee na wzrych typech agam vykazovat uzre morfologicle vlastnosti (pigmentace,
velikost koloni, atd.).

Ai paci scisymi kulturami, v nasem ppace z Cesle sbrky mikroorganizm, (), dodeu-
jeme podmnky kultivace dle katalogu kultur { doporwcere medium de novareho slaen, teplota
a podmnky kultivace. Pokud izolujeme kmeny z prosted , sname se dodzet podmnky, ktee
jsou pro re v darem prosted girozere (koncentrace sol,zivin, teplota, pH).

Rstowa kivka (obr. 2)

je gra cle vyaden avislosti patu burek na celce staticle kultivace a skhdh se z rekolika fz:

Lag &ze

probla pizpsobown a wst samotre bunky, aktivace vhodrych enzym, organizace metabo-
lizmu. V cinnosti jsou adaptivh enzymy, v bwnce je ptomno mnoho RNA (zwsera syneza
enzym),rada jese neadaptovarych burek oduma.

Faze fyziologickeho méd (zrychlereho ustu)
bod mezilag a log &iz; wsechny potebre enzymy jsou gipraveny a kultura vykazuje vysokou rych-
lost wstu.

Log &ze (logaritmicla, exponencaln)

intenzivnust bunky a metabolizmus, tna, dokud nen koncentracezivin limitujc, \sechny bunky
se el konstantn maxinmaln rychlost. Z eto@sti kivky se vywvaj parametry pro srovraan
experimeni. Bunky Ize dolre charakterizovat, charakter ustu se odect zdy v log fzi (sucha
a moka hmotnost burek, raust metabolit, stanoven \ahy DNA, RNA).

Faze zpomalerehoustu
srzen intenzity metabolizmu, hromaden metabolit

Faze staciorarn
srzen rychlosti mnazen, paet nowe vznikl/ch burek se vyrovrava s pactem odunre/ch, doctaz
k vicermnzivin, telkazivota avis na citlivosti k hladowen, mohou vznikat endospory

faze oduman
medium je spotebowano a bunka odboulava sve zasobn htky, cel kyselosti prosted (ze swch
zplodin), nestac reparan sysemy

Fazestadonarni
Faze odumirani

| .

4. 5 P celkovy pocet
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N
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Obr. 2: Rstowa kivka. Plra@ara { celkow paet mikroorganizrm (mrtwch iziwch); perisovara
@ara { paetziwch mikroorganizm (Greenwood a kol., 1999, upraveno)
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Diauxie je postupre vyw\an dvou substai. Nejdve se vywije jednoducty zdroj, nap.
gluloza, a potom teprve sl@iep substat, nap. lakbza. Rstowa kivka ma v tom ppace dva
vrcholy.

Teplota

Podle optimaln teploty kultivace rozlsujeme ti zakladn skupiny mikroorganizrm: psychro In
s optimem ustu pod 20 C (oceany, jeskyre, chladntka { napg. pseudomorady, aeromorady,
listerie); mezoIln s optimem ustu mezi 20 & 40 C (wskina bakteralnch druh; paraziticle
mikroorganizmy); termoIn s optimemustu nad 55 C (extemn termo lowe rostou & kolem
100 C).

Vztah ke kyslku

Bakteraln druhy kultivovare za pstupu vzduchu oznacujeme jako  aerobn . Aerobn kultivace
je zajsena ratrem a kultivac burek na agaru na Petriho misceci ve zkumavce na agarusiknem
nebo v nzle vrste tekueho nedia (okolo 5 ml). \&s objemy tekueho nedia by jz musely

byt syceny kyslkem (aerace, submerzn kultivace). Nektee stevn bakterie jsou pkladem fa-
kultativnch anaerob , ktee jsou schopny ustu jak v aerobnm, tak anaerobnm prosted.

V prosted s kyslkem pepnaj na energeticky whodreg aerobn metabolizmus. V tekuem
mediu se projevuj ustem v cekm jeho sloupci (akal nedia). Anaerobn organizmy se vy-
skytuj v prosted s nulovou ci nzkou koncentrac kyslku, kyslk psob jako jed ci inhibitor

wstu. Stav anaerobozy jako prvn de noval Louis Pasteur, ktey zavedl do mikrobiologie termny
pro aerobn a anaerobn organizmy. V zavislosti na stupni tolerance wi molekuarnmu kyslku,

Ize anaerobn mikroorganizmy celit na: striktre (obligitre) anaerobn mikroorganizmy {
vyzadujuplnou absenci kyslku, koncentrace vce nez 0,5 % na re psob toxicky a odumraj; ae-
rotolerantn mikroorganizmy { nevywvaj kyslk jako konecry akceptor elektron, ale rostou
v jeho nzkych koncentracch; mikroaero In mikroorganizmy { vyzaduj ucit nzle procento

kyslku, vywevaj ho jako konecry akceptor elektron, ale nerostou za gtomnosti 21 % vzdisreho
kyslku za normalnho tlaku.

Anaerobn nebo mikroaero In kultivace se prowad hlubokm vpichem do agaru nebo
akovanm do vysole vrstvy kapalreho nedia. Je nutno sreit oxidoredukcn potencal picanm re-
dukujcch atek (kyselina askorbowa, thioglykoht, thiosran) do media. Pokud anaerobn prosted
pro kultivaci vyteme, vyw\ame tzv. anaerostatu a snesi chemilali gelezry pesek, kyseliny
vinra, citronowa), ktea po ovllcen uvohuje vodk, ktey v ptomnosti katalyzatoru (Pt, Pd)
reaguje s ptomrym vzdwsrym kyslkem za jeho vyesren a vzniku molekul vody.

Uchowan mikroorganizm

Typ uchowwan volme podle jeho zamgslere celky:

na Petriho misce pi 4 C, katkodoke, nutno peakowavat (nap. laktokoky po ydnu, bacily
po 2{3 nescch)

nasikmem agaru pi 4 C, vadu ydn; v mstnostici termostatu pi 25 C vadu do
ve zkumavce v agaru ve vpichu, po dobu rekolika nesa

na pooznch materalech {zelatinowch discch, kulckach, dlouhodole

pod sterilnm minealnm olejem (houby, bakterie)

lyo lizovare (Iyo lizace = sublimace vody ve vakuu), mere setrra hez kryoprezervace,
\sechny mikroorganizmy nelze lyo lizovat, nag. houby; dochaz ke srzen viability, lyo li-
zovare kultury jsou pipravere ihned k odeshn, snadra manipulace
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zmrazere na {70 C (nap. v kultivaonm mediu s 15 % glycerolu) po maych objemech
v hlubokomrazicm boxu , pez\an resce, roky

boxy s pevrym CO,, sucly led (-78 °C)
kryogenn hlubokomrazc boxy ({150 C)

kryoprezervace { zamraen kultur ve velmi nzkych teploach, nap. v tekuem dusku
(& {196 C) nebo v jirych plynech (He, Cr, H), uchovavan neomezere dlouho. Nejvhodreg
je postupre ochlazowan (kontrolovara rychlost zamrazen: idealre 1 C/min. pro srzen
osmoticle disbalance a proti nevhodremu formowan krystal vody v bunce (amorfn led);
rektee odolre bakterie snesou rychlef nebo okaneie zamraen { dle rigidity bunky).
Vhodre je pouwet kryoprotektanty v ochranrem nmediu { dimethylsulfoxid, glycerol.

Vlastnosti mikroorganizm ve cvecen
Escherichia coli

celed’ Enterobacteriacead: gramnegativn rovre tycky vyskytujc se jednotlive nebo po dvou. Po-
hyblive pomoc peritrichalnch btld nebo nepohyblive, mezo In, fakultativre anaerobn. Bzry
komenal tluseho steva, pomata udzovat rovnovahu mikroory, psob proti patogenm steva,
syntetizuje vitaminy A, B, K. Pokud se dostane mimo stevo, nze psobit jako patogen. Felalnm
znesenm se dostna do vody, kde nmee peztradu ydn { nejlezreg indikator felaln konta-

minace pitre vody. Slow jako model genoweho irzeryrstv (sekvenace ceEho genomu), producent
wzrych atek (nag. inzuln).

Patogenn kmeny E. coli jsou charakterizovany a identi kowany srologicky (somaticle,
kapsublrn, bckowe antigeny) i biochemicky: enterotoxigenn  E. coli (ETEC) { cestovatelsle
pujmy, endemicky wskyt v teplych oblastech; enteropatogenn  E. coli (EPEC) { pujmy novoro-
zenaq, alterace epitelu steva; enteroinvazivn E. coli (EIEC); enterohemoragiclka E. coli (EHEC)
{ zpsobuje hemoragie (knacen do organ tavicho traktu).

Serratia marcescens

celed’ Enterobacteriacead: gramnegativn rovre tcky, fakultativre anaerobn, mezo In, tvorba
cervereho pigmentu. Wskyt v pce, vode, na rostlinrych povisch, ale i oportunn patogencloweka
{casy pvodce nozokomalnch infekc maoweho a d/chacho traktu. Nee byt souast zubnho
povlaku (pigmentace zubu), je pvodcem wowho povlaku ve vihlem prosted koupelen.

Pseudomonas

celed’ Pseudomonadaceage gramnegativn rovre nebo nepatrre zakivere tycky, schopnost po-
hybu jednm nebo vce polrnmi beky. Optinaln kultivach teplota je 25{30 C, aerobn. Tvorba
fenazinowch exopigmeni pyocyaninu a uorescinu (pyoveridinu), ktee zpsobuj modrozelere

a zlue & zlutozelere zabarven kultury i kultivaenho nedia. Wskyt v prosted, ve zkaere
potrawe (vagka, ryby, meko),cast izolace z klinickych vzork. \znamre lidsle, zvec i rost-

linre patogeny, pvodci nozokomalnch infekc; faktorem virulence je tvorba bio Imu s vysokym
stuprem rezistence na povrchu tkan nebo pedmat dky tvorke polysacharidu algiratu ( P. aerugi-
nosaneboP. uorescens), ktey tva matrix bio Imu a chan bunky wi psoben dezinfelcnch

atek, protiatek a antibiotik. Akumuluje poly-  -hydroxybutyat. Dky sirolemu spektru meta-
bolickych drah se podl na geochemickych cyklech, biodegradacch a wznamre se uplahuje pi
bioremediacch (nap. degradace toluenu) nebo jako biokontroln agens. P. putida { bioremediace;
P. uorescens { produkce uoresceinu
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Kocuria rosea

celed Micrococcacead: grampozitivn koky uspaadare po dvou, vectveicchci shlucch. Aerobn,
mezo In, tva wowe acervere pigmenty. Wskyt v pde, voce, prachu, na kei sava. Rod byl
pojmenovan na paest wznamreho brrensleho mikrobiologa doc. RNDr. Milse Kocura, CSc.

Micrococcus luteus

celed Micrococcacead): grampozitivn koky uspaadare po dvou, vectveicchci shlucch, aerobn.
Wskyt na pokace sava, v potravirach, pce, vzduchu a voce . Produkce zlueho pigmentu.

Staphylococcus aureus

celed Staphylococcaceag grampozitivn koky vyskytujc se jednotlive, po dvou nebo v nepravi-
delrych shlucch. Kolonie mohou kyt be nebo nazloute. \Wskyt na kei a sliznicch teplokrevrych
obratlova, v potravirach a v prosted. Nektee druhy jsou patogenn a produku;j toxiny.

Bacillus

celed’ Bacillaceae): grampozitivn rovre tycky,casto ve dvojicici vretzcch, pohyblive, aerobnci
fakultativre anaerobn. \skyt v pck, vock, potravirach (5ze). Nekolik drub rodu jsou patogeny
clowekaci hmyzu. Produkce toxin ( otravy z jdla, gastroenteritidy ). Tva owalreci kulae endo-
spory, ktee jsou v buince ulaeny termiralre, subtermiralre, paracentalreci centalre a ktee se
mohou vywvat jako biopesticidy ( B. thuringiensis). Tvar, velikost a ul@en spory je charakte-
risticky znak pro identi kaci.

. cereus { prosted, zpsobuje gastroenteritidy, alimentarn intoxikace
. subtilis { prosted, izolowan pi potravinowch otrawach
. mycoides { prosted, rhizoidn ust

. sphaericus { pda i vodn sedimenty, potraviny

W W T W W

. thuringiensis  { patogenn pro hmyz, produkce toxin (parasporln tlsko)

Saccharomyces cerevisiae

pat mezi eukaryotn mikroorganizmy. Mezo In, fakultativie anaerobn kvasinka. Bunka vejco-
vieho tvaru je wrazre \es nez bunky bakteri. Burecra sena neobsahuje peptidoglykan. \Wskyt

v prosted a v pumyslowch provozech. Prvn osekvenovary eukaryoticky organizmus. \Wroba po-
travin (pivo, vno, peivo), produkce uzrych atek (nap. inzuln, rekombinantn vakcna HBsAQ),
modelow organizmus.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Poracky a chemilalie

Bakteriologicle plotny s MPA (MEA v ppace S. cerevisiae)
Zkumavky sesiknym agarem MPA (MEA v ppack S. cerevisiae)
Zkumavky s tekuym nediem MPB (MEB v ppad: S. cerevisiae)

Cckovac kicky, akovac 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 media nesm vniknout ciz mikroorganizmy ze vzduchu, z poracek, vlastn mi-
kroory, dodeujeme asady asepticle pace . Pracujeme co nejrychleji v zavere mstnosti,
omyy¥ma rukama a na dezin kovarem stole, blzko plamene kahanu. Hrdla radob i atek ged
a po paci @ehneme plamenem.zatky nikdy nepokacdme , ale dzme mezi matkem a prs-
terckem (obr. 3). Nadoby s kulturou nectaxame otevere jen po nezbytre dlouhou dobu a s hrdlem
pobt plamene.

Obr. 3: Asepticlka pace pi akowan mikroorganizm (archiv autorek)
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Ve cveen kultivujeme mikroorganizmy staticky, aerobn kultivac na agarech (misky
asikre agary) a v tekuem nediu ve zkumavlach. Kmeny jsou kultivoxany na doporwcerych
nmedich v termostatu pi optinaln teploe wstu dare kultury. Kultury na Petriho miskach kulti-
vujeme wzdy dnem vzhru z dvodu udeen vihkosti nedia a zabaren tvorby kondenzn vody na
cku, ktea by jinak skapvala na povrch media. Daslo by ke smchan kultury na misce. Medium
aroven pomaleji vysycha.

Ve cvcen kady pracuje samostatre.

\&echny zkumavky i Petriho misky popsat permanentnm popisovacem na sklo (druh, da-

tum, oznacen skupiny, inicaly) wdy ped zaatkem akovacch prac.
Kad student akuje:
1 kmen do tekueho nedia
1 kmen nasikny agar
dva neboctyiuzre kmeny na 1 misku do 2 nebo 4 , tadk\
1 & 3 kmeny na Petriho misku kzowm rozerem
smes dvou kmen na Petriho misku kzowm rozerem { clem je izolace 2 typ koloni
(vhodre je naakovat snes dvou uzre pigmentovarych kmenci grampozitivh a gramne-
gativn kulturu)
Qkowan kultur nasikny agar
Vyhat bakteriologickou klckou a nechat vychladnout.

Do lewe ruky uchopit ole zkumavky se sikmym agarem, matkem prawe ruky vyahnout
atku ze zkumavky s kulturou (obr. 3).

Hrdlo zkumavky a@ehnout

Steriln (@ehnutou a vychladlou) klcku vsunout do zkumavky s kulturou, nabrat raust do
aka kicky. Klcku vyahnout, @ehnout hrdlo zkumavky i atku a zkumavku zazatkovat.

Matkem prawe ruky vyahnout zatku ze steriln zkumavky scisymsiknmym agarem, @ehnout
hrdlo zkumavky a klckou naakovat nasikny agar tzv. radka.

Qrehnout hrdlo zkumavky i atku, uzavt zkumavku a vyhat kicku.

Q@kowan kultur na Petriho misku do sektar tzv. ladkem
Zespodu rozeelit misku popisovacem na sektory a oznecit.
Ze zkumavky s kulturou odebrat ramst na bakteriologickou klcku wse uvederym postupem.

Mrre odklopit \cko Petriho misky a narest kulturu na pslsry sektor agaru t&zenm
kicky, tzv. radek (obr. 4).

Riklopit \cko a vyhat kicku.
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Obr. 4: Nakres akowan na Petriho misku tzv. ladkem (A, B) a prakticla ukazka, K. rosea

a P. putida (C) (archiv autorek)

Q@kowan kultur na Petriho misku { oy rozer (obr. 5)

Ze zkumavky s kulturou odebrat raust na bakteriologickou klcku wse uvederym postupem.

Mrre odklopit \cko Petriho misky a narest kulturu na agar t&zenm kilcky po agaru
v rekolika pruzch (1).

Vyhat kicku, nechat vychladnout a rekolika tahy kickou rozett kulturu v koncowe @sti
nanesere kultury (2).

Vyhat klcku, nechat vychladnout a rekolika tahy kickou rozett kulturu v koncowe @sti
nanesere kultury (3).

Vyhat kilcku, nechat vychladnout a plynuym tahem, tzv. radkem, rozett naedenou
kulturu (4). V mse tzv. ladka by nely vyust jednotlive kolonie (5)

Zihani Klicky (2)

Zihani klicky (4)
Rist jednotlivych kolonii (5
© J. Kopecks, G. Rotkova

Obr. 5: Kzow rozer (archiv autorek)

Ckowan do tekueho nedia

Kulturu odebrat z tureho nedia kickou (z Petriho misek odebrat jednu kolonii).

Zkumavku s tekuym mediem uchopit do lewe ruky, malkem prawe ruky vyahnout zatku
a @ehnout hrdlo zkumavky.
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Odebrary vzorek rozett po sere zkumavky nad hladinou media a postupre bunky pewacet
do jeho objemu.

Qrehnout hrdlo zkumavky i atku, uzawt a vyzhat klcku.

Ckowan kultur z tekueho do tekueho nedia

Uchopit steriln pipetu do prawe ruky (sklerenou nebo automatickou), malkem vyahnout
atku z banky/zkumavky, hrdlo @ehnout a pipetou odebrat paadovary objem kultury.
Qrehnout atku a uzavt banku.

Malkem prawe ruky vyahnout atku z banky/zkumavky se sterilnm tekuym nediem
a @ehnout hrdlo.

Vypustit kulturu z pipety do steriinho nedia, @ehnout ztku i hrdlo, baaku/zkumavku
uzavt a mrre protepat.

Ckowan z tekueho nedia na Petrino misku

Uchopit steriln pipetu do prawe ruky (sklerenou nebo automatickou), malkem vyahnout
atku z banky nebo zkumavky, hrdlo ehnout a pipetou odebrat pazadovary objem kultury
(obvykle 100 1). Gzehnout atku a uzawt banku.

Dary objem vypustit do stedu Petriho misky s agarem.

Steriln hokejkou (& L kickou) kulturu rozett po povrchu misky, ihned giklopit \cko
misky a chvli nechat kulturu vsaaknout do agaru.

Kultivace

Kultivace probha pi 30ci 37  C po dobu 24{48 hodin.

Zhodnocen cveen

Prolazala se sterilita pace i pprave nedi v minuem cveen?
Do jak/ch typ medi a jakym zpsobem byly kmeny akowany?
Co jelwcelem kzoweho rozeru?

Fi jale teploe budou kmeny kultivo\any?

Jak odvodme spavre podmnky kultivace?

Zavis morfologie koloni na podmnlach kultivace?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Miniatlas mikroorganizma  (http://sci.muni.cz/mikrob/Miniatlas/mikr.htm)

Greenwood D., Slack R. C. B., Peuthere a kol.lekaska mikrobiologie . GRADA Publishing,
1999, ISBN 80-7169-365-0.
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Nemec M., Matoulkowa D., Zaklady obecre mikrobiologie, Masarykova univerzita, Brno, 2015,
ISBN 978-80-210-7923-6.

Sedkcek 1., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

(. Kontroln otizky

-

w

© 00 N o O b

10.
11.
12.
13.

14.
15.

16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.

Kcemu slow kultivace kultury na misce a kcemu kultivace nasiknem agaru?

. Jale jsou akladn fze ustowe kivky? Sledujeme jednu bunku nebo celou populaci?

. Je ma@no posuzovatcistotu kultury v tekuem nediu? Pokud ne, jak by se pi posouzen

ptomnosti jedire bakteraln kultury dolazalo?

. Pra se kultury mikroorganizra geakowavaj?

. Co ovlivnuje morfologii bakteraln kolonie?

. Poroste fakultativh anaerob za pstupu kyslku? Pokud ano, pra tomu tak je?

. Jakymi prostedky a podmnkami kultivace meeme vyselektovat ucie skupiny bakteri?
. Jak olme cistotu\ kmene kultivac?

. Co znamera a jak se prowad izolace bakteralnho kmene?

Jalky je princip kzoweho rozeru?
Co zpsobilo,ze na misce kzoweho rozeru kultura ubec nevyrostla?
Co zajstuje aseptickou paci pi peackovan kultury?

Co zpsobilo,ze v poslednasti kzoweho rozeru nevyustaj izolovare bakteraln kolonie,
ale ,souvisly radek\?

Kcemu slow selektivn nedia?

Jak rozcelujeme mikroorganizmy podle vztahu ke kyslku a do jakych skupin podle teplotnho
optima?

Kcemu slowe akovac kicka a kcemu L-kicka (= hokejka)?

Porovnejte kultivaci statickou a kontinwaln z hlediska dostupnostizivin a hromaden meta-
bolit.

Kterm fize ustowe kivky a pra se nejvce hod pro odecet parametn ustu kultury?

Jaly je rozdl mezi obligatnm a fakultativnm anaerobem co se fce tolerance ke kyslku?
Co je to snsera bakteraln kultura?

Co je tocist bakteraln kultura?

Jalky je rozdl mezi termo lem a termotolerantnm mezo lem co se tce citlivosti k teploe?

Jale jsou metody akowvan mikroorganizm, ktee pomcky pro rej meeme pouwet?



3 Mikroorganizmy kolem ras

Cl cveen

Clem je prokazat, kde se v prosted, potravirachci na lidslem tle vyskytuj mikroorganizmy.

Uvodn slovo

Mikroora  je souhrn vsech mikroorganizrm vyskytujcch se v de novarem prostoru grodnho
prosted, nap. vodn rade, potraviny, elocloweka. Mikroora zahrnuje viry, bakterie, kvasinky

a vaknie houby (plsre). Pokud se berou v potaz pouze bakterie, hova se o bakteraln mikroae.
Kade prosted ma svoji typickou autochtonn mikrooru, tzn. pirozere se vyskytujc mikroorga-

nizmy. Nag. pro jogurty je typicla girozera mikroora Lactobacillus delbrueckiia Streptococcus
salivarius; pro g/ry s plsremi to je  Penicillium roquefortii neboP. camemberti; pro pivo kvasinky
Saccharomyces cerevisiagebo S. pastorianus

Fyziologicka mikroora €la je pirozera mikroora vyskytujc se na povrchu elacloweka
ci zvwrat nebo uvnit jejich organ. Bel se na dwe skupiny. Rezidentn mikroora jsou mikroor-
ganizmy, ktee osdluj lidsle tlo a nezpsobuj mu onemocren aniskodu ciujmu. Mikroora
tranzientn zahrnuje mikroorganizmy, ktee se dacasre nachazej v ucie oblasti makroorganizmu
(stn dutina po konzumaci potravin, kze) a ktee mohou kyt i patogenn. Rirozera mikroora
winre chian ged osdlenm choroboplodrymi mikroby z vregku a jejich rozmn@enm,lcastn se
antigenn stimulace tvorby protiatek, zejmena imunoglobulin tdy IgA. Pro vymezen pirozere
mikroory neexistuje pesra hranice { mikroby, ktee jsou u rekoho girozere, mohou u jireho
vyvolat onemocren.

Mikroorganizmy jsou vyw\any po stalet, protae jejichcinnost je schopna zastavit ust
neadoucch mikroorganizm v potravirach a tm se prodlwzuje skladovatelnost potravin (mkcre
kvasen zel, okurek, wroba sm, mére a ovocre kvasere rapoje). Rody Streptococcus, Lactoba-
cillus, Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcyakterie micreho kvasen) jsousiroce
vylwevare v melarenslem pumyslu pro wrobu nasla, jogun, su a uzerask/ch wrobl, za-
kysin smetany, atd. Kvasinky Saccharomyces cerevisiase vywvaj pro wrobu svrchre kvaserych
piv (Ale, mencre pivo, stout, porter) a vna. Pro wrobu spodre kvaserych piv typu leak se
pow\a kvasinka S. pastorianus schopra kvasit za nisch teplot.

MRS nedium  { agar pro laktobacily podle DeM ana, Rogosiho aSharpeho s octanem
sodrym, ktey potlacuje ust dakch bakteri (krore rekteych méerych bakteri, nap. Leuco-
nostoc, Pediococcus.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Zivra media na miskach - MPA, MRS, sladinowy agar
Steriln vatowe tycinky, pipety, hokejky

Destilovara voda
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Postup

Sery z prosted a z tla
(obr. 6)

Steriln vatovou tycinku namcit do steriln destilovare vody.

Sett plochu pedretu (ista, klika, mobiln telefon, kte, boty, pokazka, hodinky, atd.)

Tamponem pott medium v misce.
Kultivace probha pi 30  C po dobu 24{48 hodin.
Katce pilait dary gpednetciast tla (prst, mince) na misku.

Kultivace probha pi 35 C po dobu 24{48 hodin.

Otisk z prosted a z tla

Obr. 6: Serci otisk mikroory: z paty (A), prat na noze (B), prat na ruce ped umytm (C),
prai na ruce po umyt (D), i (E), podpa (F), it a nosu (G), ucha (H),ust (I) a mobilu (K)
(archiv autorek)

Spad z ovzdis

Misku s MPA nechat otevenou na stole (roh mstnosti, u okna) po dobu min. 30 minut.

Kultivace probha pi 30  C po dobu 24{48 hodin.

Qkowan piva (neeckre, ne ltrovare)

0,3 ml neecereho vzorku pipetovat na sladinow agar a rovnonerre rozett hokejkou.

Kultivace probha pi 30  C po dobu 24{48 hodin.

Qkowan jogurtu, kefru, nepasterizovareho méka

0,3 ml neeckreho vzorku pipetovat na MRS agar a rovnonerre rozett hokejkou.

Kultivace probha pi 30  C po dobu 24{48 hodin.
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Mikroorganizmy kolem ras

Zhodnocen cveen

Daslo k ramstu na miskach? Ktee@sti tla vykazovaly nejyes druhovou diverzitu?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Klaban V., llustrovary mikrobiologicks slovnk , Gaen, 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.

Sillankowa L., Mikrobiologie pro potravirae a biotechnology, Academia, 2002, ISBN 80-200-
1024-6.

-, Kontroln otizky

-t

o o M w N PF

Ktee@sti tla jsou nejvce osdleny a pra?

Jale druhy mikroorganizm se negaseji vyskytuj na pokace?
Co je to pechodra mikroora?

Je mikroora lidsleho elaskodliva?

Vyjmenuj rektee rody bakteri mé&creho kvasen

Prac se pro wrobu spodre kvaserych piv typu leak jiry druh kvasinky?



4 Uvod pro prci s mikroskopem

-_\__4}_ Cl cveen

Clem je sezramit se s mikroskopem a s uzrymi mikroskopickymi technikami.

Uvodn slovo

Lupa vyt gy obraz zwesery 10{15x. Lupa je dvojvypukhci ploskovypukhcaka. Frednet,
ktey pozorujeme lupou, klademe do vzdilenosti mers, ne je ohniskowa vzdalenost. Slow pro
pozorowan makroskopickych znald koloni.

Mikroskop (obr. 7) se skhdh z mechanicleasti (podstavec, stojan a stolek s kzowm po-
sunem), os\etlovacasti (zdroj s\etla, kondenzor, clona) a opticleasti (objektivy a okubry). Ob-
jektiv je soustavacaek s velmi katkou ohniskovou vzdalenost, ktea vyt skutecry pevacery
obraz objektu, je se proma mezi ohnisko okubaru a okubar. Okulrem tento obraz pozorujeme
jako pod lupou a vidme neskutecry z\esery obraz.

OKUlar (pevné zvétseni 10x)

Stupnice vzddlenosti okuldrd
Tubus Ypeviovaci Sroub tubusu
; (poudijte Sroubovak

L)I /@f =), f dodévany s mikroskopem)
(P (P _
L_ \L‘_:-/ \TT\ “\\\ -\\ .I. f /
oy 1) ] s
) = 3 0//" N /" Koletko zardbky
o 7 pro zaostiovani
E;?;E:?: diopiricke / = 5 Stativ CXa1RBSF
Revolverovy nosi¢ objektivi 1
Objektiv o |
S - |
m
Dridk prepardtu — -2t Pfepravni pojistka*
Pfepravni pojistka* — g __-_____' __I_,__———- Hilavni vypinaé
Péka apertumni clony s /’_ Oviadaci
e ol | e | kc:leck“o 2
P st =y | =] L intenzity svétla
== S U |
. - . Lt | —
Centrovaci drouby o %;-__ = | ™ stolek
kondenzoru " =/ == - >
Kondenzor [ T /I Wi, A
0 4 SRR 1 H el e
i i p / \ \ /‘ "-.. \\\ Koletko mikroposuvu
(o priméru 45 mm) \ AN / -
I R
5 / '\ \'-.\ Koleéko makroposuvu
Krouzek poini clony / Koletka posuvu v ase X

Kulaélch posuvu v ose Y

Obr. 7: Gasti mikroskopu (zdroj: Navod k obsluze Olympus CX31)

Pro mikroskopii Ize vyt jalekoli viren s vinovou celkou kras, nez jsou rozmery objektu.
Rozlsujeme mikroskopii optickou (zobrazen struktur Iscch se vajemre absorpc viditelreho
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s\wetla), elektronovou a akustickou.

Opticla (s\etelra) mikroskopie

Sucly objektiv
paprsek vystupujc z prepaatu poduhlem se na rozhran mezi krycm sktkem a vzduchem
ame od kolmice a nenee se jz podlet na tvorke obrazu.

Imerzn objektiv
paprsek pectazejc ze skla do imerznho prosted suj smer nerren a nee se podlet na tvorke
obrazu, na vzniku obrazu se podl vce paprsk (obr. 8).

Imerzn prosted
kapalina o stejrem indexu lomu (n) jako kryc sktko,casto cedrow olej ( n = 1,52).

Ve 1777 7 -
podloznisklo  vzduch I olej kryci
\ I— =S\ sklicko

\

Obr. 8: Puchod paprsk suctym a olejowym imerznm objektivem (Prescott, 2013, upraveno)

Vznik obrazu

Podstatou tvorby osteho obrazucackou jsou s\etelre paprskysc se z ucieho bodu gednetu
uzrymi snmery a dopadajc nacaku, v obrazow rovire se sbhaj opet do jednoho bodu a skhdaj
tak osty obraz pedmetu. Vzhled obrazu u konvexnchcaek zavis na vzdilenosti pednetu od
caky. Pokud je pednet vzdalery vce ne dvojrasobek ohniskowe vzdalenosti, vznila skutecry
zmersery a gevacery obraz (fotoapamt). Pokud lez pednet mezi dvojrasobkem ohniskowe
vzdhlenosti a ohniskem, je vznikly obraz gevacery, skutecry a z\vesery (objektiv mikroskopu).
Pokud je pednet mezi ohniskem acakou, je vzniky obraz z\esery a neskutecry (lupa, okubr
mikroskopu). Z\esencaky roste se zkracujc se ohniskovou vzadlenost.

Fyzilaln podstata vzniku obrazu v opticlem mikroskopu

Ernst Abbe podal vysetlen, ktee se opra 0 Huygenav princip { kad/ bod oswetlereho objektu

se sawa zdrojem sekundarnch serickych vin. Zaostera rovina prepagtu je takowm objektem.
Podle optick/ch vlastnost jednotliych bod objektu se dopadajc swetlo v kazdem z bod trans-
formuje (olyla se, hme, nen se jeho amplituda, fize) a vznikaj sekundarn viny. Ty spolu
interferuj, jako po puchodu s\etlaserbinou nebo optickou nzkou. \Wsledre viren, ktee obsa-

huje informaci o vzhledu objektu, vstupuje do objektivu. V jednotliwch bodech zadn ohniskowe
roviny objektivu se setkavaj sekundarn viny, ktee opustily rovinu prednetu rovnobezre. Doclaz

k jejich interferenci a v souladu s Huygensowm principem se stvaj zdrojem nowch vin, ktee
v obrazowe rovire mikroskopu skbhdaj z\esery a pevacery obraz.

Zakladn pojmy v mikroskopii jsou zesen  (rasobek zwesen objektivu a okubru), kon-
trast arozisen
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Rozlsovac schopnost je vzdalenost dvou bod, ktee mikroskop zobraz jako dva samo-
statre body. Maximaln rozlsovac schopnost s\etelreho mikroskopu je 0,2 mm. Je cana zxenm,
kteym objekt os\etlujeme, a vlastnostmi objektivu. Okubr pouze z\esuje obraz tvaery objek-
tivem. Obecre plat,ze nen mare rozlsit body bls nez polovina vinowe tlky zen, u swetla
je to zhruba 250 nm. Rozlsovac schopnost u mikroskopu je cale omezena mnastvm swetelrych
paprsli, ktee mohou vstoupit do objektivu (s\etelnost objektivu).

Abkeho akon
0:61
n sin
{vinowa celka swetla, n {index lomu prosted pged objektivem, { polovina otvoroweho

uhlu kwele paprsk, ktee mohou vstoupit do objektivu

n a jsou pro dary objektiv konstanty a cel/ jmenovatel ve vzorci (n sin ) se oznauje
jako numericla apertura objektivu (NA) . Je to jedna ze akladnch charakteristik objektivu
a jej hodnota je na objektivu uvedena. Numericka apertura nejkvalitregch imerznch objektiu je
1,3{1,4, pro sucle objektivy pak max. 1. Pro nejkras vinowe celky (400 nm) se rozlsovac schop-
nost mikroskop bk hodnot 0,17 m. Rozlsovac schopnost mikroskopu lze zuysit sreenm {
powit modeho swetla (mody Itr), proudu elektron (elektronowa mikroskopie) nebo zvysovanm
n { powit imerznho oleje, vody. Ridanm imerznho oleje, ktey ma vys index lomu nez vzduch,
mezi prepaat a objektiv se pedctaz ztaam s\etla, ktee se hme na rozhran prepaat/prosted.

Do objektivu dopadne e mnastv paprsk.

Metody zvysujc kontrast zobrazen ve swetelrem mikroskopu jsou:

Astin

clona zachycuje paprsky proctazejc pmo do objektivu. Objekty jsou osetleny z boku a my po-
zorujeme pouze s\wetlo, ktee se na nich Ame nebo odez. Podobreho efektu dosahneme tm, ze
na zdroj s\etla pol@me minci.

Fazoy kontrast

(obr. 9) slow k pozorowan nativnho prepamatu give nebarvere ne xovare bunky). Na konden-
zor se umst maska s kruhovouserbinou, kterou pronilka s\etlo do objektu. V objektivu, v mse
obrazu kondenzorow masky, je umsena Bizowa maska (oznacen objektivu Ph). V mseserbiny
u kondenzorowe masky je u Bizowe masky napaena polopropustra vrstva kovu, ktey men fzi
s\etla octvrtinu vinowe celky. DKy tomuto uspaadan proctaz nedifraktovare (neohnut) zxen

ze zdroje @ast fizowe masky, ktea nmen fzi swetla. Ostatn viren, ktee se na objektu ohnulo
nebo zlomilo, projde beze zneny. Tato technika pevad rozdly v posunu fize swetla proctazejcho
uzrymi@sti objektu, ktee nevidme, na rozdly v intenzie swetla, ktee mezeme pozorovat. Lze
pozorovat tvar burek, pohyb. ,Huse\@sti bunky s vysokym indexem lomu jsou ziwe. Toho se
vyw\a pri pozoro\an endospor vre i uvnit burek, pokud je bunka tva. Pro Bizow kontrast je
charakteristicly tzv. , hab\ efekt (ziva korona) kolem burek.
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o ,
© J. Kopeckd, G. Rotkova

Obr. 9: Fazow kontrast. Bacillus cereus (A), hab efekt kolem burek a zxc endospory;  Sporo-
sarcina ureae (B), z batku jsou vicet pouze horn 4 bunky tvac endospory (archiv autorek)

Nomarslkeho diferencaln interferercn kontrast

pracuje se dvema koherentnmi (interference schoprymi) paprsky, jeden proctaz objektem, druty
mimo objekt. Hranol cel pvodre linaarre polarizovare s\etlo na dwe vajemre kolmo polarizo-
vare slaky. Polariator srovraa viny, jez jsou vuzrych rovirach. Nomarsleho destcka v konden-
zoru je hranol, je zpracowa\a polarizovare swetlo tak,ze na prepaat jdou dva paprsky soulezre
vedle sebe. V analyatoru vidme 3D obraz v avislosti na uzrem indexu lomu wzrych @st
bunky. Zwrazrenm i maych rozdl vznikne plasticky obraz povrchu bunky (obr. 10).

Obr. 10: Nomarsleho kontrast, Bacillus cereus (archiv autorek)
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Postup

Zapnout zdroj swetla a na stolek vsunout prepasat.
Reguhtor swetla a kondenzor nen poteba nastavovat.
Objekt hledat pomoc makroposuvu a doostit mikroposuvem.

Postupre zvysovat zvwesen wnenou objektiv na revolveru, objektiv hesm narazit na
sktko prepaatu!

Objektivy na revolveru jsou obvykle parfolaln (zaosteny na piblzre stejnou vzdalenost),
po wnere objektivu nen teba objekt znovu hledat, ale stac doostit mikroposuvem.

Revolverowy menc objektiv slow pro whker vhodreho objektivu.
Objektivy oznacere Ph slow pro pozorowan prepaat i hizovem kontrastu.

Pro objektivy scerrym a byym pruhem (objektiv 100x) je wdy nutre powzt imerzn olej!
Pro objektivy zwesen 10x, 20x a 40x se imerzn olej nepolr\a!

Ai powit imerznho oleje je objektiv nezbytre po skorcen pozorowan vicistit snes etanolu
a etheru!

Pouit imerznho oleje

Zaostit objekt nejyesm neimerznm objektivem (negasgji 40x).

Otcit revolver do polohy mezi tento a imerzn objektiv a na msto prepaatu, ktee pozo-
rujeme, kapnout kapku imerznho oleje.

Otcit revolver na imerzn objektiv. | ktely se mus ponait do oleje  a doostit mikropo-
suvem.

Pokud objekt nen vickt, je teba pribkit objektiv k prepaatu, nesm do rej narazit. Zboku
sledovat objektiv a stolek s prepaatem.

Nasledre je teba pomalu pohybovat objektivem smerem od prepaatu a pozorovat, dokud
nen vickt prepaat v okulrech. Pokud stle nen nic vicet, osten opakujeme.

Zhodnocen cveen

Podailo se zaostit na prepaat? Byl patrry rozdl gi pozoroan vzorku v jasrem poli,
fizoem a Nomarsleho kontrastu?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Matis D., Mikroskopicla technika. ISBN: 80-968522-0-5, 2001.

PEsek J., Nowe metody opticle mikroskopie. Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, 1996,
41: 1-24.

Harley J., Laboratory exercises in mikrobiology 2013, ISBN-10: 0077510550.
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Hrazdra I., Mornstein V., lekaslka biofyzika a pstrojoa technika , Neptun, Brno, 2004,
ISBN-10: 80-902896-1-4.

Virttaln mikroskopovan  http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/virtual/virtual.html, 18.
2. 2017

VInow optika http://www.sweb.cz/radek.jandora/f11.htm

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

; Kontroln oazky
1. Kcemu slowe makro- a mikroposuv?
2. Pra se nesm po pouit imerznho oleje znovu powt neimerzn objektiv?
3. Kcemu slow imerzn olej?

4. Co je podstatou Bizoweho 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

5 Makroskopiclke a mikroskopicle pozo-
roaan mikroorganizm, Gramovo barven

Cl cveen

Zjsen morfologie mikrobalnch kultur { makroskopicky. Gramovo barven. Pozorowan a hodno-
cen mikroskopickych prepasa.

Uvodn slovo

Morfologicle a cytologicle znaky porrahaj identi kaci, jejich pomoc se provad kontrola kontami-
nace kultury a nee se posoudit fyziologicky stav kultury. Makroskopicle a mikroskopicle znaky
se hodnot wdy solcasre.

Makroskopicle znaky

V tekuych pach makroskopicle znaky nelze hodnotit. Riustu v tekuem mediu Ize hodnotit
charakter wstu (obr. 11) ptomnost  sedimentu (fakultativre aerobn kultury), ditiznho zakalu
(aerobn kultury maj akal v ceem nmediu),  blanky na povrchu kapalinyépatra snecivost burek
ci mycelia, povrchowe napet, u \esiny kultur tvacch drsre vacit kolonie), hrutych viecek
(aerobn kultury), mazdry (povrchow utvar sedlinotvorrych kvasinek, po vycer@mn sacharid
doctaz k aerobnmu vywrit vyprodukovareho etanolu) a  zbarven.

Difuzni zdkal Rist pouze Sediment Rdst pod Tvorba

v celém ve svrchni bunék svrchni hrubych
médiu vretvd vrstvou viogek
média

Obr. 11: Rst mikroorganizro v tekuem mediu (Prescott, 2013, upraveno)

Makroskopicle hodnocen spa\a v popisu koloni. Vzhled koloni je ovlivren typemzivreho
media, seem kultury a typem kultivace.

Nasiknem agaru  nelze hodnotit jednotlive kolonie. Lze posoudit rychlost ustu, tvar
raeru (rovry, plry, bodow, ostniy, rhizoidn), pro | raeru (plocty, vypouky), povrch ratru
(lesky, drsry, sucty), konzistenci a pigmenty. Pomoc ustu ve vpichu sikmeho agaru Ize ucit
raroky mikroorganizmu na kyslk: aerobn rostou v horna@asti vpichu, anaerobn u dna a fakul-
tativre anaerobn po cek ctlce vpichu.

Kolonie je klon burek narosty z jednotlive bunky. Na  Petriho mislach  Ize gi spavre pro-
vederem kzowvem rozeru pozorovat a hodnotit  jednotlie kolonie  (obr. 12): velikost (puner;
mm), tvar (pravidelry, kulay, owalry, nepravidelre lalanay, vakniy, rhizoidn, plazc se), pro-
I (vywsery, plocty, pupkoviy, miskovity), okraj (pravidelry, liformn, lalacnay, okrouhy),
povrch (hladly, lesky- S { Bze, matry, drsry { R- hze), transparence (puhledra, pusvitra,
nepusvitra), barva (bezbana, pigmentace). Dat charakteristiky, ktee se mohou posuzovat, jsou
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ure, apach (po jasmnu, zlukem nasle, ovocry), tvorba mycelia, zneny nedia (dvorec zbar-

ven, hemolza, precipitit), konzistence, ktem se zjst 'uje bakteraln kickou (vislozn, mazlaw,
drobiwa, zawstajc do agaru).

PROFIL
RN L M —

plochy
zvyieny
vypoukly
vypoukly

pupkovity

knoflikovity

bradaviity

sektorovy svra3tals thizoidnl

Obr. 12: Tvary bakteralnch koloni (Rosypal, 1981)

Nerovnosti ustu koloni mohou kyt zpsobeny sarm kultury. Mukoidn (M) charakter
ustu se projevuje jako vihle, slizovie a velmi leske kolonie tvaere opouzderymi buinkami (nap.
Azotobacter, Leuconostog. Hladle (S) kolonie maj rovry okraj s leskem nebo bez lesku u neo-
pouzderych burek. Drsre (R) kolonie se vyznauj suctymi, nerovrymi okraji. Ls se wskou
vasren. V drsrych kolonich rostou bunky tvacretzky, myceliaci pseudomycelia (nag. Ba-
cillus, Trichosporon, kvasinky Pichia, Hansenula, Candida). Zneny typu koloni M { S { R jsou
dsledkem mutac. Napklad mikroorganizmy z infelcnho materalu jsou \esinou typu M, ale po
rekolika peakownch se makroskopicky zrmen na typ S; zpetra zmena z S na M typ je wjimecra.
Fenotyp S, M a R je ovlivren slzenm media. Zkvasitelre sacharidy (20 %) podporuj S a M typ.
Tenzidy zpsobuj hladle & leske fenotypy R typ.

Mikroskopicle znaky

U mikroskopickych prepaat se hodnot tvar, velikost a uspaacan burek , ptomnost zvéstnch
utvar na bwce, zpsob rozmnaowan viditelry v prepaatu. Prepaaty Ize pozorovat v nativnm
prepaatu ve fizovem kontrastu nebo zwraznit morfologii bunky a jejch struktur xac a barvenm
(nap. Gramovo, Ziehl-Nielsenovo barven). U nativhho prepaatu (pozorovan suspenze) se na
podi@n sktko wzdy gikada kryc sktko. Ri pozorovan plsn, kvasinek ci aktinomycet se

vyw\a sktkowch kultur (kryc sktko je vytazeno z agaru, ve kteem bylo kehem kultivace
zapchnuto, je kulturou poroste).

Bunky mohou mt rozmanie tvary (obr. 13): koky (s&ricle, zpleseg, diplokoky, strepto-
koky, tetady, sarciny, stafylokoky), tcinky (rovre, zakivere, \etvc se, paliady, pleomorfn),
kokobacily, bunky s pupenyci prosekami, spirily, hvezdice, mycelia.
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Obr. 13: Tvary bakteralnch burek
Zdroj (upraveno): Wikipedia.org { Bacterial cellular morphologies

stopka

filamentarni spirochéty

Velikost vybrarych bakteralnch burek je uvedena v Tab. 1.
Tab. 1: Velikost bakteralnch burek

Nativn prepaat

Mikroorganizmus Velikost ( m)
Chlamydia 0,3 0,3
Bdellovibrio 08 0,3
Rickettsia 1 03
Staphylococcus aureus| 0,8{1 0,8{1
Escherichia coli 2{3 0,4{0,6
Bacillus subtilis 1,8{(48 0,9{11
Streptomyces vhkno  0,7{1,6
Chromatium 25 10
Spirochety 500

Fi pozorowan suspenze nativhho prepaatu bunky nikdy ne xujeme. Prepaat je nebarvery,
slow ke zjsen skutecreho tvaru a struktury burek neporwserych xac a barvenm. Vyw\a

se pi pozorowan ustu a mnaen, pohybu bakteri. Wznam nma i studiu burerych utvan,
ktee se obrzre barv, nap. spor. Pro pozorowan struktur se vyw\a jasre pole, fizow nebo
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Nomarsleho kontrast.

Fixace prepaatu

Podstatou xace je vysezen burerych koloid, zejrena blkovin. Fixac bunky epe pilnou

ke sktku, nesphchnou se aplikac barvivaci rozpowsedla a epe gijmaj barvivo. Prepaat se
xuje & ve chvli, kdy je raer burek sucly, aby nedslo k uvaen burek. Fixace se prowad
protzenm podi@nho skla s raerem burek, ktey je umsen na horn strare sktka, nesvtivou
@st plamene. Pokud byly bunky kultivovany v tekuem cukerrem prosted, je nutre bunky
od nedia separovat centrifugac a rasledre je pronyt vodouci pufrem. Bunky kvasinek a plsn
jsou etk ne bunky bakteri, tepelra xace nee poznenit jejich tvar. Proto se \esinou Xxuj
chemilaliemi. Fixace i barven mrre bunku deformuj, jejich charakteristicky tvar astva. Pro
naen pesre velikosti burek se vyw\a ne xovary prepaat negativre obarvery (obarven okol
bunky).

Barvere prepaaty

Slow ke zjsen typu burecre seny, tvaru burek a uspaadan jejich shluld, ptomnosti a uleen
endospor, ptomnosti pouzder a vnitnch burerych struktur (inkluz) azivotaschopnosti burek.
Pro ucen morfologie bunky a charakteristickych shlula stac jednoducte barven burere seny
(nap. krystalovou violet) bez rozlsowan grampozitivnhoci gramnegativnho typu. Vieln test
ukazuje porrer ziwch a mrtwch burek v ne xovarem prepaatu. Vialn barven je barvenm
mrtwch burek, protwe mrte bunky pijmaj barvivo nebo ho e uxnmi sysemy nevylcuj
(nap. Zzecenou Lo erovu mod). Struktury bunky se rozlsuj diferenciecnm barvenm, a to jak
vnitn a vreg morfologicleutvary (endospory, exospory, pouzdra, burecre seny), tak chemicle
slazky (barven volutinu, glykogenu,skrobu). Diagnosticle barven naponate identi kaci bakteri
(nap. Gramovo, acidorezistentn barven karbolfuchsinem, barven dle Giemsy). Ri negativhm
barven se bunky ne xuj ani se nebarv, obarveno je pouze jejich okol (nap. tis, nigrosinem).
Vywa se pro negen pesre velikosti burek nedeformovarych xac a barvenm.

Prepaat se ped barvenm xuje wzdy krone negativnho barven a vitnho testu. K bar-
ven se powvaj zecere vodre roztoky organick/ch barviv, obvykle soli. Baziclka barviva maj
barevry kationt, kyseh potom aniont. Ri barven bakteri se \esinou powvaj baziclka barviva
(nap. krystalow violet ', methylenowa mod, safranin, bazicky fuchsin, malachitowa zelen). Barven
Ize zwraznit maenm burek (nag. fenolem, taninem), @i kteem ma maidlo roli prostednka
s v\& a nitou k bunce a @aroven k barvivu, ne je a nita bunky k samotremu barvivu.

Gramovo barven

Gramovo barven je jednou z nejdleziegch diagnostickych metod i identi kaci bakteri. Rozli-
suje skupinu grampozitivnch (barv se modro alowe) a gramnegativnch burek (barv secerveno-
wow) a uda rektee fyziologicle a chemicle vlastnosti bunky. Podstata rozdlreho chowan

pi Gramowe barven nebyla dosud uspokojie objasrena, s nejyes pravaepodobnost se zde sak
uplanuj rozdly ve slaeen burecre seny obou skupin bakteri. Jde o barven xovareho prepaatu
krystalovou violet a rasledre maen burek pdem v roztoku Kl. Vznika komplex barvivo-pd-
burecra sena. Rozdl pi barven vznila pi promypan prepagatu organickym rozpowsedlem
(acetonem nebo alkoholem). U gramnegativnch burek odbarvovaccinidlo rozpust vreg lipopo-
lysacharidovou vrstvu, komplex krystalowe violeti s pdem se vymyje pes tenkou vrstvu peptidogly-
kanu a bunky se odbarv, naopak grampozitivh bakterie si zbarven ponectavaj. Pro zwrazren
rozdlu se gramnegativn bakterie dobarvuj jiym kontrastnm barvivem (nap. bazickym safrani-
nem, karbolfuchsinem) a barv se docervena, wova. Grampozitivh bunky maj v burecre sere
nawazanu krystalovou violet’, ktem se alkoholem nevyplavila a mstivaj zbarveny do modra, mod-
ro alova. Chyby, ktee mohou nastat pi barven, jsou: pls silry raer burek na sktku; uvaen



Seznam pstraj a mikroorganizm 31

burek pi xaci; pls dloure odbarvowan burek alkoholem.

Gramovo barven je do jise mry ovlivreno fyziologickym stavem burek, sam kultury
a sl@enm kultivacnho media. Pro barven se vywvaj bunky stae 24 hodin. Bunky mohou ztra-
tit svoji grampozitivitu nap. mechanickym pskozenm, UV zmenm, psobenm kyselin, asadci
rozpowstedel. Mikroorganizmy, ktee se rekdy barv pozitivre a rekdy negativre, oznacujeme jako
gramlabiln/gramvariabiln. Nektee bakteraln rody Gramowm barvenm nelze obarvit, jsou to
rody bez burecre seny (mykoplazmata), spialovie bakterie a silre acidorezistentn rody (myko-
bakterie); nap. 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.

Burera sena bakteri

Bwky gramnegativnho typu (obr. 14B) maj burecnou senu sleenou z vreg lipopolysachari-
dowe membginy a vnitn relativre tenle peptidoglykanowe (zhruba 5-10 % burecre seny) vrstvy
obsahujc kyselinu muramovou. Spojen mezi peptidoglykanem a vreg membianou zajst 'uj lipo-
proteiny. Lipopolysacharidy jsou slaeny z lipidu A, jaderreho (& akladnho, denoweho) polysa-
charidu a O-antigenu (& O+ekzec). Vreg membiana slow jako ochranra barera ped vregm
prostedm, ban prostupu htek nebo postup alespan zpomaluje glicowe soli, antibiotika, jedy,
atd.).

V burere sere grampozitivnho typu (obr. 14A) chyb vref membana a peptidogly-
kanow vrstva je porrerre tlusa. Nekte zastupci mohou mt jako sl@ku burere seny kyse-
linu teichoovou, lipoteichoovou anebo neutaln polysacharidy, u rekolika astupa jsou ve sere
ptomny mykolowe kyseliny.

Zvbstn skupinou jsou bakterie bez burecre seny, tzv. mykoplazmata, ktee nejsou schopny
syntetizovat prekurzory peptidoglykanu. Bunky jsou obklopeny pouze cytoplazmatickou membanou.

A

lipoteichoovd kyselina teichoova kyselina B

periplazmaticky

prostor a
peptidoglykan

plazmaticks
membréna

Obr. 14: Burecra sena grampozitivnho (A) a gramnegativnho (B) typu (Prescott a kol., 1996,
upraveno)

Seznam pstrgj a mikroorganizm

Pormacky a chemilalie
Podl@n a kryc skla, akovac klcky, lupy

Barviva pro Gramovo barven (krystalowa violet ', Lugalv roztok, safranin)
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Destilovara 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 cvcen kady/ pracuje samostatre.

Prepaaty popsat bud’ na sktkoci paprek pilepery ke sktku.

Kad hodnot a barv:

Morfologii koloni austu na agarech a v tekuem mediu
Gramovo barven {cish a smesra kultura

Mikroskopicky pozorovat wsechny kultury ve cvtcen a vyhodnotit tvar burek, tvorbu shluk
a typ burecre seny

Nativn prepaat

Nativn prepaat { asepticla pace pi narsen burek na sktko

Dolre asere podlan sktko vyjmout z alkoholu a proahnout plamenem.
Oznait sktkocslem vysetovare kultury.
Doprosted sktka narest kapku steriln destilovare vody.

Qzehnutou, vychladlou akovac kickou vrest do kapky mak mnastv kultury, rozmchat.
Kultury stac nepatrre mnastv, aby prepaat nebyl husy.

Kapka se nerozta, pekswa se krycm sktkem tak, aby v prepaatu nebyly vzduchowe
bublinky (nepikhdat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, negitlacovat).

Rebytenou kapalinu odsat Itracnm paprem.

Buwky z tekueho nedia pozorovat pmo v mediu bezreden v kapce vody.
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Pro nativn prepaat zvolit objektiv s fizowm kontrastem (Ph).

Prepaat pozorovat do 5 minut od ppravy z dvodu rycheho vysychan.

Gramovo barven

Dolre asere podlan sktko vyjmout z alkoholu a proahnout plamenem.
Oznait sktkocslem vysetovare kultury.

Doprosted sktka narest kapku steriln destilovare vody.

Qzehnutou, vychladlou akovac klckou vrest do kapky mak mnastv kultury.

Suspenzi z kultury rozett po sktku, nechat dolre zaschnout a xovat plamenem (rekolikat
sktko proahnout plamenem).

Prepaat ponait do roztoku krystalowe violeti (30 sekund), barvivo opachnout vodou.
Prepaat ponait do Lugolova roztoku (30 sekund), barvivo opachnout vodou.
Prepaat pevrstvit etanolem (nebo acetonem), maximalre na 15-20 sekund.
Ophchnout slatym proudem vody.

Prepaat ponait do safraninu na 1 minutu (takto se dobarv pouze bunky gramnegativn,
u kteych daslo k vyplaven krystalowe violeti; safraninem sak dobarvujeme kad/ pre-
paat, i kdy pedpokhdhme ptomnost grampozitivnch burek { pedem nevme, o jaky
typ burere seny se v prepaatu jedra).

Prepaat oswsit mezi dema ltrachmi papry a pozorovat @i zvesen 1000x (s imerznm
objektivem) v jasrem poli (oznacen objektivu BF).

Zhodnocen cveen

Podailo se spavre obarvit a pozorovat kultury?

Pokud ne, praec?
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Na obr. 15, 16 a 17 si nmzete prohednout kzowe rozery a mikroskopicle prepaaty (Gra-
movo barven) kultur powvarych ve cvcen.

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

Obr. 16: Snsere kultury bakteri. S. marcescensa B. subtilis (archiv autorek)
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Obr. 17: Sresre kultury obarvere dle Grama. S. marcescensa K. rosea (A), M. luteus a P. putida
(B) (archiv autorek)
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h‘. Kontroln oazky
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Jala barviva se powvaj pi barven dle Grama a co zde psob jako maidlo?
Co wsechno neeme v prepaatu (v bunce) barvit?

Ktee morfologicle znaky se popisuj u koloni mikroorganizm?

Jsou sechny bakterie barvitelre Gramem? Pokud ne, uvede rejale pklady.
Nacem zavis morfologie bakteraln kolonie?

Jale vlastnosti bakteralnch koloni se popisuj?

Pra se provad xace prepaatu?
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10.
11.
12.
13.
14.

15.

. Uvedte alespm 2 pklady bakteralnho rodu tvacho kokovie bunky a 2 pklady burek

tcinkoviych.

. Jala struktura bunky se barv Gramowm barvenm a co z takto obarvereho prepaatu

nmeeme vycst?

Ktey objektiv poskytuje et zwesen { imerzn nebo suchly? Kcemu imerze slow?
Jak se dle Grama barv kvasinky; jaky maj typ burere seny?

Jak se dle Grama barv Escherichia coli?

Co je to peptidoglykan?

Jale jsou hlavn rozdly v pprawe alcelu prepaatu barvereho podle Grama a nativhho
prepaatu?

Kcemu slow uzre typy barven burek?
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Cl cveen

Stanovit titr Agoveho lyatu metodou dvouvrsteho agaru.

Uvodn slovo

Bakteriohgy (& figy) jsou viry napadajc bakteraln bunky. Velikost bakteriohg se pohybuje

od 20 do 200 nm, velikost genomu 2 & 200 kb, jsou mers nez bakterie. Jejich paet je v prosted
asi desetkat vys nez paet bakteralnch burek. Ze 20{50 % jsou pcinou jejich mortality, na-
pomahaj kolokehu atek, zvysovan mnastv organick/ch atek v prosted. Geneticky se neshodu;j

s ostatnmi viry (viryzivaeich a rostlin). Evoluce &g probha sowcasre s evoluc bakteri, jsou
kontinwalre se vyvjejcm rezervarem gen.

Nukleowa kyselina bakteriohga (jedno nebo dvouetzcow, kruhowa nebo linearn, DNA
nebo RNA) je ulezena v proteinowe kapsice esinou tvaru ikosaedru, ktea je pomoc kcku
spojena s bckem umserym v kontraktiln pochwe. Na bazln ploenku btku jsou napojena
btkow vhkna pro gichycen na povrchow receptory bakteralnho hostitele (obr. 18).

limecek

bitiku stazitelny

bi¢ikova

vlakna

hexagonalni
bazélni
ploténka

Obr. 18: Struktura T4 bakteriohga (Prescott a kol., 1996, upraveno)

Rozmez bakteralnho hostitele nze kyt u &g velice uzle ci naopak sirole. Nektee
figy jsou natolik speci cle,ze se mna jen v uciyych kmenech konketnho bakteralnho druhu.
Fagy sesirokym spektrem hostitele se nazvaj gy polyvalentn. Chinern fig vznika homologn
rekombinac mezi dvema &gy, na vlastnosti od obou pvodnch &g.

Podle putehuzivotnho cyklu se fgy el na dwe skupiny:

Virulentn &gy s lytickkmzivotnm cyklem (obr. 19A) zpsobuj lyzi hostitelsleho
kmene bakterie. Zivotn cyklus ma tyto fize:

1. adsorpce virionu na povrch vnmawe bunky (u grampozitivnch bakteri vesinou na teichoowe
kyseliny), penetrace nukleowe kyseliny figa do cytoplazmy bunky,

2. replikace igowe DNA s vywitm RNA polymerzy hostitele, syneza rare mRNA figa a pro-
tein kontrolujcch synezu dakch vin, syneza pozdnch blkovin fga,

3. kompletace nowch virowchastic (virion),

4. uvolren virion do vregho prosted umarere synezou endolyzin a lyz bunky. Uvolrere
viriony pak mohou in kovat dak citlive bunky.
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Pokud lyticla infekce probta v tekuem nediu s narostymi bunkami hostitelsleho kmene,
dojde po ucie dolke k vicaen a dostaneme tzv. figow lyzat (kultivacn prosted obsahujc ak-
tivn virowe@stice, zbytky memban a vyliy burecry obsah). Pokud probha lyze u hostitelsleho
kmene na agaru, vznikaj plaky, projasrera msta.

Temperovare &gy s lyzogennm cyklem (obr. 19B) se rekombinac zalewj do ge-
nomu hostitele, jejich nukleowa kyselina se replikuje a gerss na potomstvo spolu s genomem.
Takow fig se nazna prohg, nmee se uvolnit a viclenit z nukleowe kyseliny bakteraln bunky po
psoben rekteych vregch faktan (nap. UV zren, psoben mutagenci stresowch faktaw).

Ai chybrem vycleren (tj. pi posunutctecho mmce) se nmee spolu s genetickou informac figa
viclenit iast genomu hostitelsle bakterie, ktega je souast nowe virowe@stice a nee ytsena

cal. Tento proces se nazna transdukce a nag. u druhu Staphylococcus aureuge negasegm
zpsobem horizonalnho genosu gen, ktey viru nee pireset uciym zpsobem whodre

geny. Stejre tak i bakterim, nebot’ bakteriohgy napomahaj napklad v shiftech srotyp bak-
teri (serotype-converting phages).

e s Limetek, bitik a bazilni destitka
plnény DNA (3) - ~=. jsou pfipojeny k hlavitce,
@ N\ bigikova vldkna jsou pfipojena

e .
@ @ ) 1 o -
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Obr. 19: Zivotn cyklus fga (zdroj: Virtual Learning Environment { Viruses; upraveno)

Infekce bakteraln bunky igem nemus byt wdyuspesra. Nektee bakterie pekyvaj re-
ceptory pro navazan fig nap. proteinem A, anebo pokud infekce a penetrace prokehne, bakterie
aktivuj restrilkcre modi kacn sysemy a endonukleazy rosep cizorodou nukleovou kyselinu. To
jsou hlavn probemy fgowe terapie. Resenm je izolace fgowch mutant, ktee jsou schopre
pekonat obranre mechanizmy hostitele a lyzovat pvodre necitlive kmeny.

Fagowa terapie je powit g k &le bakteralnch infekc. Bakteriohgy schopre lyze pa-
togennch bakterich se dostaly do poped zajmu po objevu bakteralnch kmen rezistentnch na
alazn antibiotika (nap. meticilin). Jedny z prvnch wzkum fgowe terapie probhaly od 60. let
v zemch kyvakho Sowetsleho svazu; v Gruzii bylo do studi zahrnuto & 31 tisc detskych pacient
trpcch pujmy. Zapadn Evropa a USA se k wzkumu gipojily pozckji.

Bakteriohgy byly v minulosti hojre w\any k kle a prevenci infekc. Zatmco dve byly
pro figovou terapii vyw\any prepaaty obsahujc cek figowe @stice, v sowcasnosti otevia nowe
manosti v boji proti obzre &itelrym infekcm izolace dolre charakterizovarych puri kovarych
figowch komponent s antimikrobalnmi vlastnostmi. Dnes je figowa terapie rozvjena zejmena
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u infekc vyvolarych bakteralnmi rody  Staphylococcus Streptococcus Pseudomonas Proteus,
Klebsiella, Shigella Salmonella Escherichia, Enterococcus a Listeria.

Whodou fgowe terapie je vysola specita k cloeemu kmeni hostitele, gy nejsou ne-
bezpecre pro pirozenou mikrooru pacienta. Speci ta figa \sak vyzaduje velmi presnou diagnos-
tiku patogena a stanoven jeho citlivosti k daremu figu. Whodre je powvat polyvalentn gy
nebo jejich snesi, ktee jsou schopre lyzovat \esinu patogennch kmen dareho druhu, ktee se
podlej na vzniku infekce. Bakteriofgy jsou schopny pomnait se v mse infekce, proto je mare
podat pacientovi malou jednoazovou cavku prepaatu. Naproti tomu antibiotika jsou metabo-
lizowana, eliminowana z organizmu a nekoncentruj se v mse infekce, c@ vyaduje opakovare
aavky.

U aigowch prepaat nebyly, & na rekolik wjimek, dosud pozorovany avare vedleg
winky, ve srovran s antibiotiky. Probem mee nastat pi uvolren endotoxion do organizmu
pacienta v dsledku lyze bakteralnch burek. Rpadry vznik rezistence na ucieho fga jecasto
spjat se ztatou patogenity pslisreho bakteralnho kmene. Povrchowe burere komponenty,
hgowe receptory, byvaj spojere s bakteraln virulenc a jejich mutace vede sowasre ke ztae
obou uvederych funkc. Naproti tomu kmeny rezistentn na antibiotika si uchovavaj vlastnosti
virulence. Wvoj nowch antibiotik je zdlouhaw a rakladry. Vyhledan noweho terapeuticleho
fga proti rezistentnmu bakteralnmu kmeni je rychleg a levreg proces.

Fagow terapie se nevyw\a pouze v medicre, ale tale pi cetowan potravin proti bak-
teralnmu napaden, ve fytoterapii, v pestitelstv a rostlinre wroke proti bakteralnmu one-
mocren rostlin.

Ke stanoven patu hgowcha@astic se powvaj nepne metody zal@ere na tvorte plak.
Plaky jsou projasrere ony na tukem nediu souvisle porostem hostitelskym bakteralnm kme-
nem. Vznikaj v mse, kde se v okanziku ackowan nactazela jedna aktivn figoa@stice, ktea
dala po infekci vznik dasm virionm, ty napadly okoln citlive bwky. V rekolika po sole
rasledujcch lytick/ch cyklech dochaz k lyzi velleho pactu sousednch hostitelskych burek a vznila
plaka. Zakladnm pedpokladem metody je,ze paet hostitelsk/ch burek mus byt vys nez paet
hgowchastic.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Poracky a chemilalie
masopeptonowy bupn (MPB)
masopeptonow agar (MPA) {2 % a 0,7 %
steriln tris HCI pufr (pH 7,2)
steriln 0,22 % CaCl,

steriln Petriho misky, pipety, zkumavky, vodn hzen, termostat

Mikroorganizmy

Staphylococcus aureusSA 812, stafylohg 812
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Postup

Rprava &goeho lyatu

2 ml narosteho 24 hodinowho inokula S. aureus SA 812 naakovat do 100 ml cerstveho
MPB v provzduwovac bhvi a za intenzivhho provzduwowan pokracovat v kultivaci das
4 hodiny pi teploe 30 C.

Po 4 hodirach asepticky pidat 10 ml sterilnho 0,22% CaCl , a 5 ml asobnho lyatu figa
812 a pokracovat v kultivaci.

Po 60 minuach pemstit provzdwsovac bhev do temna a laboratorn teploty.
Za 12{24 hodin se medium vyce, pesto v rem msa\a uciy paet necitliwch burek.

Lyat sterilizovat prdavkem chloroformu (5{10 kapek na 10 ml lyzatu), nechat psobit 1{2
hodiny, lyat sahnout steriln pipetou a perest do steriln banky.

V takto pipraverem lyatu se pi teploe 4 C wznamre nenen paet aktivnch figowch
@stic po dobu 1{2 nesa.

Rprava hostitelskch burek

Ze msobn kultury S. aureus SA 812 naakovat 20 ml steriinho MPB (ve 100ml bance)
a kultivovat 24 hodin gi teploe 30 C.

Stanoven pa@tu virion:

Lyat figa 812 zedit ve sterilnm tris HCI pufru, \zdy sterilre pereset 0,1 ml lyatu nebo
pedchozho recen do 0,9 ml pufru, na keade recen powt novou steriln spcku, dolre
promclavat!

Fipravit steriln zkumavky, ktee budou obsahovat 3 ml 0,7% MPA, rozvaereho a vytem-
perovareho na 45 C.

K 20 ml hostitelskych burek sterilre pridat 2 ml 0,22% CaCl , a pipetovat 0,3 ml inokula do
kezck zkumavky.

Na bakteriologicle plotny s 2% MPA pipetovat 0,1 ml pslwsrychrecen fga, ihned po
pipetovan misku zalt obsahem jedre zkumavky, krowiwm pohybem agar promchat s pi-
petovanou kapkou a ve vodorovre poloze nechat utuhnout.

Misky umstit dnem vzhrru do termostatu a kultivovat i 30 C 12{24 hodin.

Zhodnocen cvecen

Spatat paet plak na miskach (obr. 20) s nejvhodregmredcenm (na misce okolo 20{200
plak). K miskam, na kteych je mere ne 10 plak pi hodnocen nepihket. Wsledek je
v jednotlach PFU/mI (plaques forming units, paet figowch @astic schoprych vyhaet
plaky v 1 ml, nikoliv absolutn paet virion).
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©). Kopeckd, G. Rotkovd|

Obr. 20: Plaky vznike vysetmradyrecen ¢ecen 10 3@ 10 19) aigoweho lyatu (archiv autorek)

Urecen 10 2 daslo k lyzi veskeych burek, naopak urecen 10 0 k lyzi burek nedalo.
Pro wpaet je nejvhodregrecen 10 7.

Rklad ypatu : Na 3 miskach (0,1 ml vzorkurecen 10  5/miska) se vytvailo 122, 132,
139 plak, aritmeticky purrer je 131 plak.

Titr lyatu je = 131 10° 1,31 107 v 0,1 ml, tedy 1;31 108 PFU/mI

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Eyer L., Pantek, R., Reckow V., Dska J., Nowe perspektivy Bigowe terapie, prehledowy
chnek v Kilinicka mikrobiologie a infelcn ekastv  , 2007.
Skripta Praktikum z mikrobiologie

Otradovcowa L., Izolace a charakterizace mutant polyvalentnho stafylokokoweho bakte-
riohga cinrych proti methicilin-rezistentnm kmeom Staphylococcus aureus Diplomowa
pace, MU, Brno, 2012.

™
[+ Kontroln oazky

Cm se Is bakteriohgy od vin rostlin azivaich?
Jaly je wznam vin pro penos geneticle informace v prosted?
Cm jsou viry prospsre i terapii onemocren?

Co je nutre mt pro kultivaci bakteriohga?

o & w0 N ke

Kcemu slow CaCl ,?
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Cl cveen

Owit spavry puteh transdukce prenesenm rezistence k antibiotiku z donorowch na recipientn
bakteraln bunky.

Uvodn slovo

Transdukce je penos genetickeho materalu prostednictvm viru z bunky donorowe do bunky
recipientn. Pomoc bakteralnch v (&2 bakteriobg ci fg) lze perest jakkoli fragment
chromozomu z donorowe bakteraln bunky do bunky recipientn, jedra se o horizonaln wnenu
geneticle informace. Renesery fragment pak rekombinuje s homologickym usekem recipientn
bunky, integruje se do jejho genomu, ca se projev v jejm fenotypu. Mechanizmus genosu
nen zcela objasren, ale pravéepodobre jde o chybu pi sbalonan DNA do figowe hlavy lehem
sestavovan hgowchastic v in kovare bunce. Msto replikovare figove DNA je do figowe hlavy
zabalena DNA donorowe bunky, @st chromozomu nebo plazmid, ktey nee byt penesen igem
do recipientn bunky.

V literatue je v sowcasnosti popsano vce nez 250 stafylokokowch bakteriohg. Schopnost
transdukce maj pouze rektee z nich, a to figy raleec do wrologicle skupiny B a gbuzre
skupiny F. Za prototyp transdukujcho figa je povazowan g 11 =rologicle skupiny B, ktey je
schopen zabalit do swe hlavy chromozonaln nebo plazmidovou DNA & do velikosti s\eho genomu,
t.j. 45 kb. Indukovat figa Ize UV zzenm nebo mitomycinem C z chromozomu kmene NCTC 8325,
kde je integrovan ve forme profga. Dabmi bakteriohgy s vysokou efektivitou transdukce jsou
nap. gy 52A, 53 a 80.

V solcasnosti je u Staphylococcus aureusnetoda transdukce vyw\ana k cleremu vresen
mobilnch genetick/ch element do kmen a k gprawe pozmererych variant kmen, ke studiu
horizonalnho prenosu gen a k identi kaci pereserych gen.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Pomcky a chemilalie
MPA, MPB
roztok CacCls,, citat sodry
tetracyklin

centrifuga

Mikroorganizmy

Donorow kmen Staphylococcus aureuslevons B (obsahuje 2 plazmidy, rezistence na kad-
mium a tetracyklin)

Recipientn kmen Staphylococcus aureusRN4220

Transdukujc ig JB CCM 7872
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Postup

Rprava transdukujcho &goweho lyatu

Cckovat donorow kmen (20 | zamrazere kultury do 20 ml MPB) a inkubovat gi 37  C po
dobu 18 hodin.

PFerest 2 ml 18hodinow kultury do 50 micerstveho MPB v provzdusnovac hhvi a inkubovat
pi 37 C po dobu 2 hodin za intenzivhho provzdunowan.

Fidat 6 ml lyatu figa, roztok CaCl , do wsledre koncentrace 2 mM a inkubovat za stejrych
podmnek jako gi 37 C po dobu 2 hodin za intenzivnho provzduwowan (asobn roztok
CacCl, o koncentraci 0,02 M, pro dosaen wsledre koncentrace pidat 1/10 objemu).

Uskladnit lyat pres noc v lednici (dokorcen lyze, v ppactuplre lyze bakteraln kultury
bezprostedre po ukorcen inkubace Ize tento krok vynechat).

Odstranit zbytky burek donoroveho kmene centrifugac (5000 rpm / 30 minut) a Itrovat
pes 0,45 m bakteriologicky Itr.

Stanovit titr Bgowch@stic v lyatu metodou dvouvrsteho agaru (pro wpaet frekvence
transdukce).

Transdukce plazmid

Cckovat recipientn kmen (20 | zamrazere kultury do 20 ml MPB) a inkubovat gi 37 C
po dobu 18 hodin.

Stanovit titr recipientnho kmene (pro wpaet frekvence transdukce).

Ridat roztok CaCl , ke kulture recipientnho kmene do wsledre koncentrace 2 mM (asobn
roztok CacCl, o koncentraci 0,02 M, pro dosaen wsledre koncentrace pidat 1/10 objemu).

Smchat 1 ml kultury recipienta s 1 ml transdukujcho fgowho lyatu tak, ze hodnota
multiplicity infekce (pomer patu igowchastic k pactu burek) bude max. 1.

Inkubovat transdukcn snesi pi 37  C po dobu 25 minut za sakho tegan.

Ridat roztok citatu sodreho k transdulcn snesi do wsledre koncentrace 15 mM, cent-
rifugovat (3000 rpm / 10 minut / 4{8 C) a resuspendovat pelet v roztoku 17 mM citatu
sodreho. Objem pro resuspendaci avis na patu misek, na ktee se bude transdulcn snmes
vygvat a ha mnastv snesi vysee na jednu misku, idealre 100{300 | (roztok citatu
sodreho se asobn koncentrac 0,03 M - k transdulcn snesi se pida v porreru 1:1; roztok
se asobn koncentrac 0,017 M - pro resuspendaci peletu).

Vyset transdulcn snes na misky s MPA obohacerym o citat sodry (20 mM) a tetracyklin,
5 g/ml (roztok citatu sodreho se zasobn koncentrac 1 M - do 100 ml rozvaereho sterilnho
nmedia gidat 2 ml. Tetracyklin v asobn koncentraci 5 mg/ml - do rozvaereho sterilnho
nmedia pidat 1/1000 objemu).

Inkubovat misky i 37 C po dobu 24 hodin.

Zjistit paet koloni transduktant na miskach. \Wpaet frekvence transdukce je pod! patu
transduktant (CFU/ml { colony-forming units/1 ml) k pctu figowch astic v transdu-
kujcm lyatu (PFU/mI { plaque-forming units/1 ml).
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Zhodnocen cveen

Daslo k penosu plazmidu?

Jak jsme penos owili?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Rosypal S., Daska J., Pancek R., Kailerowa J., Relichowa J., Reckowa V., Smarda J. ml.,
Smarda J., Semn J., Terminologie molekuéarn biologie , MU Brno, 2001.

Varga M., Charakterizace sysemu nespeci cle transdukce plazmid u Staphylococcus au-
reus. Dizertacn pace, MU Brno, 2013.

Varga M., Transdukce plazmid zprostedkovara probgy kmen  Staphylococcus aureusDi-
plomowa peace, MU Brno, 2009.

[+ Kontroln oazky

1. Co owwme pomoc kontrol?

(a) Miska s antibiotiky + donorow kmen
(b) Miska s antibiotiky + recipientn kmen ped transdukc
(c) Miska bez antibiotik + recipientn kmen ped transdukc

2. Na jale z kontrolnch misek bunky naust maj/nemaj?
3. Co je transdukce?

4. Powvaj se pro transdukci gy s lytickhm nebo lyzogennm cyklem? Pra?



8 Nepne stanoven patuzivotaschoprych
bakteri plothovou metodou

Cl cveen

Zskanradyrecen kultury mikroorganizmu. Stanovit paetzivotaschoprych burek.

Uvodn slovo

Pro stanoven patu burek ve vzorku se vywvaj pne a nepre metody.

Mezi pne metody pat stanoven patu burek pomoc mikroskopu, patin samotrych
burek v prepaatu ze vzorku, bez kultivace. Whodou je rychlost a stanoven patu jakziwch tak
mrtwch burekci jejich poner, nag. porovranm poneru neobarverychziwch burek s patem
mrtwch, ktee se obarvu;.

Mezi nepne metody pat metody kultivacn. Kultivac @sti vzorku zjistme paet
zivotaschoprych burek, ktee vytva kolonie. Ri rekteych fyziologick/ch a genetickych experi-
mentech je nutre zrat paet burek ve vzorku. Paet burek slow jako standard pro porovravan
wsledk. Jednotkou wpcactu plotnove metody je paetzivotaschoprych (na plotrach rostoucch)
burek v 1 ml nedia/vzorku, tzv. colony forming units - CFU/ml

Plotno\a metoda (kultivacn neprma metoda) spava ve stanoven patu harostych koloni
za pedpokladu, ze kaeda bunka vytva jednu izolovanou kolonii. Plotnovou metodu Ize prowest
dwema zpsoby, smchanm vzorku s tekuym temperovarym agarem nebo pipeto.anm vzorku na
misku s agarem a rozeten L-kickou (obr. 21).

J. Kopeckd, G. Rotkova

Obr. 21: Gckowan suspenze burek na misku - rozeten bakteriologickou L-klckou (archiv autorek)

Nefelometricle stanoven vyw\a intenzity swetla odrazereho od burek, stanoven opticle
denzity suspenze burek. Whodou eto metody je stanoven kalibracn kivky, paet burek lze
odecst z linarnasti Kivky. Rirecen vzorku a pipetovan burek doredcho roztoku je teba
cat pozor na rozbit burek osmotickym sokem. Podle hustoty wchoz suspenze se uc paet

zkumavek redc rady. Pokud se aekava 0{10 3 CFU/ml, suspenze se jev bez opalescence; pi

patu 10° CFU/mI suspenze lehce opaleskuje; mnastv 10 & 10° CFU/ml vyta micry zkal
dle velikosti a tvaru burek.

V protokolech bna uvedeno, s jakkm patem burek (CFU/ml) se pracovalo ppadre
s jakym zkalem (%). Zakal je mere pesra hodnota, ktea slow pro rychlou orientaci. Ve spek-
trofotometru Ize neit zkal mediaciredcho roztoku, ktely obsahuje i mrtve bunky. Pokud se pi
stejre metode opakovare pracuje za stejrych podmnek se stejre starou kulturou, tedy i stejrym
akalem, Ize pedpokhdat piblzre stejry pacetziwch a mrtwch burek. V amci dareho expe-
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rimentu je gi opakovan metody hodnota extinkce vcenere konstantn.

Pro stanoven patu burek v wzrych prostedch je k dispozicirada metod, pro darycel
se vol metoda nejepe vyhovujc. Stanoven pactu mikroorganizm se prowad v darem objemu
a pepahwa se obvykle na 1 ml pvodnho vzorku. Temito wsledky jsou pak korigovany zskare
wsledky experiment.

Pomoc CFU/ml Ize sledovat prstek burek vcase. Pokud jsou kehem kultivace v te-
kuem nediu odebany dolre promchare vzorky, porovranm pcatu burek vcase Ize zskat obraz
o fyziologiclem stavu kultury, o jejm prospwanci oduman (cinky fyzikalnchci chemickych
asab do rostouc kultury, podprreci inhibujc htky v potravirastv, v mikrobalnch techno-
logich atd.).

Gra ckym vynesenm hodnot CFU/ml odebrarych ze vzorku v tekuem rnediu (bez dodh-
\anzivin) po stejrychcasowch intervalech lze sestavit  ustovou kivku mikroorganizmu v darem
prosted. Dky stanoven pcatu burek Ize hodnotit podly jednotliych skupin bakteri
sirsere kultury v jejich celkovem zastoupen. Lze porovravat makroskopicle znaky kultivovarych
astupa a pracovat na nedich akladnch i selektivnch, ppadre selektivre diagnostickych.

V praxi lze vywet tzv. automaticle patace koloni (obr. 22A) nebo serovou a wplachovou
metodu pomoc analyzatoru (obr. 22B). Rstroj Lumitester PD (obr. 22B) dokze rychle ucit
celkoy stupen kontaminace owsem bez rozlsen drub a rod mikroorganizm (meen luminis-
cence). Tento pstroj se vyw\a hap. v potravirask/ch provozech.

A

Obr. 22: Rstroje pro automaticle pactin koloni (A) a celkowy stupen kontaminace (B).
Zdroj: www.marconi.sk (A; upraveno), Qualifood.cz (B; upraveno)

Seznam pstraj a mikroorganizm

Poracky a chemilalie
Steriln bakteriologicle plotny s MPA
Steriln zkumavky, pipety, L-klcky

Steriln foshtow pufr nebo fyziologicky roztok

Mikroorganizmy

Micrococcus luteus CCM 169
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Postup

Reakn kultury

Do sady sterilnch zkumavek pipetovat po 0,9 ml sterilnho fyziologicleho roztoku.

Z dolre promchareho vzorku s kulturou odebrat 0,1 ml suspenze a perest do prvn zku-
mavky.

Promchat cistou spckou obsah prvn zkumavky (celkowy objem 1 ml), odebrat 0,1 ml
a perest do dak zkumavky.

Promchat obsah drute zkumavky a 0,1 ml perest do tet zkumavky. Takto pokraovat &
na konecredcrady (Obr. 23).

Ckowan

Popsat Petriho misky s MPA na \cko (kolonie se budou patat teckovanm dna misky
popisovaem).

Ze zkumavek srecenm 10 * & 10 © pipetovat 0,1 ml suspenze do misky. Pro kazcerecen
powvat mininalre dwe misky, Epe ti, pro vytvaen puneru zreden.

Pipetovary objem rozett steriln L-kickou krowiwm pohybem po ceem agaru, dnem
misky otcet proti pohybu roztan, netlecit na L-klcku. Ri pipetowan a roztan otevrat
misky co nejrere. Vzorek rozett rovnonerre, aby kolonie narostly izolovare.

Misky kultivovat dnem vziru 2{3 dny i 30 C.

Kontrola sterilityredcho roztoku

Ze amsobnho fyziologicleho roztoku odebrat 0,1 ml, pipetovat na misku a rozett steriln
cistou L-klckou. Kultivovat dnem vzhru 2{3 dny @i 30 C.

0,1ml 0,1ml 0,1ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
b.
y suspenze |1 5 5 4 | s 6
U U U M U 6 x 0,9 ml fosfatového pufru
A\ A\ A\ KR
Kontrola:

0,1 ml @
—_—

fosfatovy pufr © G. Rotkova

Obr. 23: Schema postupu plotnowe metody (archiv autorek)
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Hodnocen

K hodnocen vybrat dvojici (trojici) misek vhodrehoreden (obr. 24, misky se zhruba 20{200
koloniemi) a spatat pacet koloni. Kolonie pactat ze dna misky a oznait popisovacem na sklo
teckou. Ze zskarych hodnot vypatat puner,cslo vyrasobit kladnou hodnotoureden a hodno-

tou 10 (na misku se nareselo 0,1 ml, wsledek je pepatary na 1 ml). Zskaryudaj je hodnota

CFU/ml  (colony forming units, paet bakteri schoprych vytvait kolonii/ml).

CFU/ml = purrerry paet koloni hodnotarecen (kladry exponent) 10
Spavry format wsledku je nag. 2 ;4 10* CFU/mI, nikoli 24 10° CFU/m.

Obr. 24: Plotnova metoda. Vhodrereden pro patan koloni je v tomto ppackrecen 10 6 (C),
recen 10 4 (A) a 10 ° (B) obsahuje pls vysoky paet koloni (archiv autorek)
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Zhodnocen cvecen

Kteereden pi odectin wsledk (pactu koloni) bylo nejvhodreg?

Jaky byl pacet (CFU/mI) burek v pvodnm vzorku? Probhala pace asepticky? Pokud ne,
prac?

Byl zaznameran velly rozdl v pactu koloni mezi miskami jednohoreden (nespavre pro-
mchary vzorek)?

Dalo k ramstu bakteri na kontrolnch miskach s rozeterym pufrem?
Mohla kontaminace ovlivnit celkow paet CFU/mI, prac (morfotyp koloni)?

Byl vzorek dobre paitatelry €patre rozetery vzorek)?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Klaban V., llustrovary mikrobiologick/ slovnk , Gaen, Praha, 2005, ISBN 80{7262{341{9.

(&9 Kontroln oazky

1. Jaky je wpaet CFU/mI u plotnowe metody, co znamenaj jednotlivecleny vzorce?

2. Plotnovou metodu jsme prowackli na neselektivnm nmediu a pracovali jsme scistou kulturou.
Kdy se vyw\a plothova metoda na selektivnch rmedich?

3. Pokud bychom gi plotnove metode msto kultury mikrokoka potzili nap. rybnen vodu.
Stanovme CFU/ml, jak a pra se bude Isit morfologie narostych koloni od ramsturecere
kultury mikrokoka? Budou kolonie rybncn vody tale jedireho morfologicleho typu?

4. Podle ceho zvazujeme mnastv zkumavek s pufrem (celku redcrady) plotnowe metody,
kdy stac vywt jednuci dwe zkumavky a kdy je poteba mnohem vysho patu?

Jala jednotka se pow\a pro wpaet raustu i polzit plotnove metody?
Pra a jak se pi plothove metoce provad kontrolaredcho roztoku?
Co znamera zkratka CFU/ml a co vyjaduje?

Pra se pi plotnove metoce neakuje bakteriologickou kickou?

© © N o v

Vypaete CFU/mI, pokud byl stanoven paet koloni 210 a 190 vrecen 10 6. Do 0,9 ml
pufru v prvn zkumavce se pipetovalo 0,1 ml kultury.

10. Popste podstatu plothove metody.
11. Jaky je rozdl mezi pnym a nepmym stanovenm pcatu burek?

12. Pra je nutno promchat zasobn vzorek a dale dolre promchavat obsah zkumavekredc
rady?

13. Jak pozrame kontaminaciredcho roztoku?
14. Pra se na misku pi plothove metoce nerozta nag. 1 ml vzorku?

15. Podleceho odvodte vhodry typ kultivacnho media pro plotnovou metodu?



O PRne stanoven patu burek v Birke-
roe komarce, vialn test, kvasinky

Cl cveen

Stanovit procento pezvajcch burek v avislosti na dole inkubace pi zwsere teplot.

Uvodn slovo
Pro stanoven pcatu burek ve vzorku se vylevaj pne a nepne metody. Mezi nepne me-
tody pat metody kultivacn. Mezi  pne metody pat stanoven patu burek pomoc mik-

roskopu, patn samotrych burek v prepaatu ze vzorku, bez kultivace. Whodou je rychlost
a stanoven patu jakziwch tak mrtwch burekci jejich poner.

Pro patin burek v prepaatu je teba mt suspenzi s vhodnou hustotou burek. Pro
odlsenziwch a mrtwch burek se vywvaj barvere prepaaty. Buinky se mohou spatat i pomoc
xovareho barvereho prepaatu ci prepaat nebarvereho, zive a mrtve bunky se ale neodls.
Pro pe stanoven se powvaj pactac komrky, nag. Thomova, Burkerova (obr. 25), ca je
sklerera destcka s patac nezkou uzre velikosti. Prostor mezi podl@nm a krycm sktkem
je na korarce wdy vyznaen. Pracuje se s uciym objemem vzorku, ze zrameho objemu se
dopatwa objem vzorku pro 1 ml. Po nalkapnut promchareho vzorku na nzku se bunky usad
na dre a mikroskopicky lze stanovit paet burek na darych plslach se.

Obr. 25: Burkerova patac kormarka (archiv A. Vavrow)

Vialn test (barven nativnho prepamtu) slow ke zjsen okanrieho stavu popu-
lace sledovarych burek. Je zal@en na propustnosti membrany mrtwch burek. Cytoplazmaticla
membana mrtych burek nen semipermeabiln, barvivo se dosta dovnit. Zive bwnky se nao-
pak puniku barviva ,ban\ swmi karalky v membare; barvivo nepropust nebo ho odboura,j.

K barven mrtwch burek v prosted burekziwch se vyw\a netoxick/ch barviv, nag. roztok
metylenowe modi zecery a pufrovary foshtem s pH 4,6. Pomoc vitinho testu Ize sledovat nap.
psoben zwsere teploty na pezvan burek vcase. Whodou testu je rychlost, nzla spoteba
materalu oproti plotnove metoce a manost rozlsen poneruziwch a mrtwch burek. Newhodou
je,ze sledovare bunky nelze dale kultivovat.

Vitn test se vyw\a v praxi gi kontrole zivotaschopnosti mikroorganizm kehem tech-
nologick/ch proces. Sleduje se jejich odpowed’ (znena patuci poneru) na pdavek ciubytek
mzrych htekci na probhajc fyzikaln proces. Z wsledl testu vitality |ze okanzie rozhodovat
0 zasaen do technologicleho procesu kehem kultivace burek.
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Seznam pstraj a mikroorganizm

Poracky a chemikalie
Erlenmeyerova banka, zkumavky, pipety, kaptko
Steriln destilovara voda
Vodn bzen, teploner, mikroskop
Burkerova kororka

Metylenova mod

Mikroorganizmy

Kvasinky Saccharomyces cerevisiaepekasle drazd

Postup

Fipravit suspenzi kvasinkowch burek z pekasleho dradci z raustu sbrkowe kultury ve
steriln destilovare vode v bance.

Pipetovat po 1 ml suspenze do 4 zkumavek.

Prvn zkumavku zpracovat jako kontroln vzorek pro zjsen pactuziwch burek pi pokojowe
teploe gi zaatku pokusu (0 minut).

Stanovit paetziwch a mrtych burek. Do prohlubre Burkerovy komrky narest kapku
suspenze a zakyt krycm sklem. K okraji krycho sktka gikapnout metylenovou mod, na
opare strare ji odsat Itrecnm paprem, & je cey prepaat zbarven mode.

Po usazen burek (1{2 minuty) pozorovat a spatatzive (neobarvere) a mrive (mode)
bunky pi zvesen 400

Pro kad/cas spatat bunky v min. 10 ctvercch. Do sowtu zahrnout i bunky lezc na
2 hrarach potka (bud ' prawa a horn nebo leva a spodn hrana, obr. 26)
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Obr. 26: Patn burek gi vialnm testu. Cervere jsou zrazorreny bunky, ktee se zapahvaj

do celkoweho patu burek v potku (archiv autorek)



52 RAme stanoven patu burek v Burkerowe komrce, vialn test, kvasinky

Zbye zkumavky umstit do vodn azre o teploe 61 C. Stanovit paetziwch a mrtwch
burek po 7, 14 a 21 minutich (obr. 27) postupem popsarym use.

Dle vzorce vypatat celkow paet burek (mrte +ziwe).

solcetziwch a mrtwch burek

250 1000
10 paet potek

celkow pacet burek/ml

V MS Excel sestrojit graf avislosti pezvajcch burek na clce vystaven zvsere teploe
(osa x, % pezvajcch burek; osa y,cas).
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Obr. 27: Obarvere bwnky pi vialnm testu vcase 0 (A), 7 (B), 14 (C) a 21 minut (D) (archiv
autorek)

Zhodnocen cvecen

Doctazelo k plynuemuubytku burek?
Byly dolre rozeznatelre mrt\e azive bunky?

V jalemcase se projevil znatelryubytek burek?
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Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Klaban V., llustrovary mikrobiologicky slovnk , Gakn, Praha, 2005, ISBN 80{7262{341{9.

™
C Kontroln oazky
1. Jaly je princip vialnho testu?

2. Jak Ize zjistit aktwaln stav populace s ohledem na ponerziwch a mrtych burek?



10 AP-test (test acidi kan schopnosti)

Cl cveen

Stanoven fyziologicleho stavu kvasinek pomoc AP-testu.

Uvodn slovo

Jednm z faktan ovlivnujcch masadnm zpsobem kvalitu konecreho produktu gi wrole piva

je fyziologicky stav a metabolicka kompetence rasadnch kvasinek. Viabilita (tj.zivotaschopnost,
kterou Ize vypdit jako poner patuziwch burek k jejich celkovemu pactu v kulture) a vitalita
(fermentacn a obecre metabolicka schopnost burek) kvasinek hraj pi wroke piva dlezitou
ulohu. Vitalita se snkzuje u burek sarnoucch ci staych nebo burek vystaverych stresu. Nowe
druhy stresu mohou vznikat nag. i zawwden modernch technologi (vysolky hydrostaticky tlak

v cylindrolonickych tancch) nebo nowch surovin.

Na stanoven viability a vitality kvasinek byla vyvinuta rada metod, ktee Ize rozcelit
na metody zal@ere na vialnm barven, stanoven reprodulcn schopnosti burek, neen obsahu
dleziych htek, stanoven aktivity dleziych enzym, stanoven metabolicle rychlosti burek, sta-
noven energeticleho stavu burek. Tyto metody maj s\ve whody i omezen a optinaln stanoven
.kondice\ burek rasadnch kvasinek jak lehem propagace, tak kehem fermentace a skladowan,
a pedewsm pedpowed ' jejich chowan kehem rasledujcch fermentac zahrnuje sowcasre pourit
rekolika technik. To vyzaduje peste acasto ponerre rakladre gstrojowe vybaven.

AP-test se powa ke stanoven metabolicke kompetence pivovarsk/ch kvasinek opako-

vare nasazovarych v provozu, je zal@en na znalostirady membanowch pochod probhajcch

v kvasinlkach metabolizujcch endogenn i exogenn substaty. Hlavn pochod podlejc se na aci-

di keen schopnosti kvasinek, tj.cinnost H * -ATPazy, Avis nejen na stavu burek gerstwe bunky,
bunky po skladowan, pran atd.), ale velmi silre i na ustowe fzi. Behem diauxicleho prechodu

a esre po rem se aktivita H *-ATRazy u S. cerevisiae prudce snzuje a mstwa nzlka kehem
post-diauxicle a staciorarn fize. To souvis s gpechodem burek na energeticky usporry rezim,
pi rene je minimalizovan provoz energeticky rararych pochod zahrnujcch vysokou spotebu
ATP.

Principem AP-testu je neen zmeny pH prosted vyvolare kvasinkami. Ri testu se 10
minut ma znmena pH extracelubrnho prosted, pot se k suspenzi pida gluloza a e se
dabch 10 minut. Po gican cukru pH kvasncre suspenze wrazre klesne. Pokles pH je zpsoben
vznikem elektrochemicleho gradientu proton ges plazmatickou membanu pi absorpci zivin.
Gradient pH vyta membanowa ATRaza. Krome ATRazy se na acidi kech schopnosti podl
i vylicovan metabolickych produld, pevazre slakych kyselin do prosted. Ri nedostatku meta-
bolizovatelreho cukru kvasinka pro udzen poneru extraceluarnho a intraceluarnho pH vyw\a
energii asobnch polysacharid, glykogenu a trehabzy. Za gtomnosti cukru v prosted vyw\a
kvasinka k udzen homeostaze jak endogenn, tak exogenn metabolizmus.

Zmena pH v prvnch 10 minuach po gidan kvasinek do vody (v neptomnosti vregho
zdroje glulozy) se nazna sponann acidi kacn schopnost, ktea vyjaduje ustovou schopnost
kvasinek a souvis s obsahem zasobnch polysacharid v bunce.

Za 10 minut od pidan cukru do roztoku se na dab pokles pH. Glulozou indukovara
acidi kacn schopnost znac aktivitu kvasinek i kvesen a rychlost glykoyzy. Zakladem repro-
dukovatelnosti wsledk je pesre mgen pH a velmi dobia kalibrace pH metru. Ri dodezen
nastaven pH metru neovlivn wsledky ani kolsan v naxace kvasnic o 11 %. Proto nen nutre
dodatecre stanoven sisiny.
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Seznam pstraj a mikroorganizm

Pomcky a chemilalie

destilovara voda, centrifuga, pH metr, elektromagneticle mchadlo, roztok glulozy (50 %)

Mikroorganizmy

Kvasnice: sisere lisovareci \&ere pekasle kvasnice, pivovarske kvasinky

Postup

Modi kace AP-testu dle Holleroe a kol., 2005
Nawit9 0,1 g pekaskch kvasnic, gidat je do 50 ml vychlazere destilovare vody a pronyt.
Centrifugovat suspenzi (3000 x g/10 minut), pronyt. Opakovat 2
Resuspendovat kvashice v 50 ml destilovare vody o pokojow teplot.
V tuto chvli zacra meren pH (ponait pH metr do roztoku) { cas 0 (pH o).
Vzorek mchat pomoc elektromagnetickeho mchadla.
Po 10 minutich pidat 5 ml glulozy (50 % roztok) a zapsat hodnotu pH  (pH 19).
Odecst hodnotu pH ve 20. minue  (pH 2).

Wpaet hodnoty AP

Velcina AP 1 odpovda wsledku spontinn acidi kace ped gichnm glulozy, vypat se z hod-
noty pH v 10. minue maen (pH  10):

kde 6,3 je hodnota pK sysemu CO,{HCO; , giblzre rovna vnitroburecremu pH.
Velcina AP 59 odpovda wsledku glulozou indukovare acidi kace. Vypat se z hodnoty

pH ve 20. minue (pH 2):
\Wsledra hodnota AP 5o ode fyziologicky stav burek:

Zhodnocen cvecen

V jalem fyziologiclem stavu byly powvare kvasnice?

Jaly byl wsledek vialnho barven ve srovran s AP testem?
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Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue
Gabriel P., Dienstbier M., Matoulkowa D., Kosa K., Sigler K., Optimised acidi cation power
test of yeast vitality and its use in brewing practice. J. Inst. Brew., 2008, 114: 270{276.

Hollerow, I. a kol., Vitalita a viabilita rasadnch kvasnic: metody posuzowan a vliv burecrych
sysem pro stresovou resistenci. Kvasny Prum., 2005, 51:3-7.

Kasin P., Savel J., Kolouchow 1., Br@ A., Viabilita a vitalita kvasnic v provoznm kvasen.
Kvasny Prum., 2007, 53: 30-34.

Sigler K., Matoulkowa D., Stress responses in brewing yeast. Kvasny Prum., 2011, 57:277-284.
Savel J., Mxen aktivity pivovarsk/ch kvasinek. Kvasny Prum., 1999, 45:258-261.

™
[+ Kontroln oazky

1. Jale metody pro testovan stavu kvasinky zrate?

2. Jsou kvasinky, ktee rychle vywvaj pridanou glulozu pi AP testu, vhodre pro pourit
v technologiclem procesu?

3. Jsou kvasinky, ktee pomalu vywvaj gidanou glulozu pi AP testu, vhodre pro poueit
v technologiclem procesu?

4. Jala aktivita kvasinek se hodnot (hodnoty pH) v 10. a 20. minue? Je mezi nimi rozd|?



11 Fyzikaln a chemicle prostedky
kontroly ustu mikroorganizm

Cl cvecen

Testovan wcinku vybrarych fyzilkalnch a chemickych prostedld pro kontrolu ustu mikroorga-
nizm v avislosti na doke kontaktu a koncentraci (UV zen, dezinfelcn htky: SAVO, Incidur
a Ajatin).

Uvodn slovo

Faktory vregho prosted mohou na mikroorganizmy psobit mikrobicidre , ca@ je nevratry
inhibenweinek s lealnm koncem, nebo  mikrobistaticky , kdy jewcinek reverzibiln a po odezren
faktoru, ktey zmenu vyvolal (nap. vyreden na minimaln koncentraci), bunky pokrecuj v ustu.

Inhiben winek fakton je zavisy na povaze a intenzie psoben, ale i na fyziologiclem
stavu bunky (st&) a prosted, ve kteem se nachaz. Bunky ve vegetativn forme jsou citliveg
ne klidowe formy, endospory, myxospory a cysty. Citlivost je ovlivrena sleenm bunky a burecre
seny a rodovou, gpadre druhovou gslsnost organizmu. Organizmy, ktee vyta pigmenty,
jsou nap. epe chareny proti UV zren, zaen je odaeno a pohlcovano barvivem (mare
srovran s tmawmi slunenmi biylemi). Barviva v pigmentech pohlcuj ucitou vinovou celku
s\etla, ktea nmeze byt vywita jako energie pro synezu zivin a dak mechanizmy dlezie pro
zivot.

Dekontaminace je odstraren mikrobn, chemicle a radioaktivn kontaminace z pedmnat.
Nee byt zabezpecenawzrym zpsobem a tomu odpovda & dosazery efekt. Prosyuklid, myt
nebo pran azehlen snzuje wskyt mikroorganizmm & o 90 %.

Antisepse je zneskochowan choroboplodrych zarodl v prostedziwch tkan, v rarach,
na sliznicch a na ki s powitm antiseptik. Je nanrena hlavre proti mikrobm vyvohvajcm
hnisan. U antiseptik nen striktn pa@adavek na baktericidnicinek, stac bakteriostaticle psoben.
Antiseptika mus sphovat paadavek nejedovatosti a dobe sresenlivostiziwmi tkaremi, podehaj
schwalen jako kady jiry £k. U antiseptik nen nutra doba rozpustnost ve voce.

Asepse je souhrn opaten vedoucch ke stavu, kdy je v prosted minimum mikroor-
ganizra. Asepse ban pstupu mikroorganizm k ziwm tkanm i chirurgick/ch operacch
pow\anm sterilnch rastraj, obvazowch atek,sicho materalu, pryowch rukavic, gpravou
operanho pole, dezinfekc chirurgowch rukou, powvanm ustenek apod. Pojem asepse zahr-
nuje tale laboratorn a wrobn metody, u nictz je snaha zabrnit mikrobaln kontaminaci nap.

u mikrobiologickych laboratornch prac a gi wroke rekteych ek.

Dezinfekce je de nowana jako ntenci zneskochowan kontaminujcch mikroorganizm
na neiwch pgednetech, ve vregm prosted (ve voce, ve vzduchu) a v infelcnm materalu.
Zahrnuje sirokou paletu winnosti proti vinm, vegetativnm formam bakteri a hub, ne \sak
proti endospoam. Ltinnost dezinfekce je zavish na rezistenci mikroorganizm i dezinfelcnm
prostedkm.

Sterilizace je zbaven prosted \sechziwch organizm, \cetre vin, bakteri, bakteralnch
endo- i exospor, mikroskopick/ch hub a jejich exospor. Sterilizace je v praxi zazena ucitou
praveepodobnost selran. Rednet nee lkyt povazowan za steriln, je-li ma@no prolazat, ze
pravcepodobnost ptomnosti mikrob je nejyse 10 6,
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Fyzilaln metody sterilizace

Mezi sterilizaci vihlym teplem  pat frakcionovara sterilizace, tyndalizace a sterilizace nasycenou
vodn parou.

Ferwsovara, frakcionovara sterilizace je sterilizace varem (100 C) psobcm po dobu
30 minut v 18-24 hodinowch intervalech 3 dny po sole. Sterilizovara htka mus kyt v mezidob
uleena pi pokojowe teplok, aby termorezistentn endospory, ktee var pezily, mohly vyktit.
Nasledujc var je pak nt jako vegetativn formy bakteri.

Tyndalizace se powa ke sterilizaci termolabilnch roztold blkovin, ktee koaguluj jz
pi teploe 60 C. Postup je podobry jako pi frakcionovare sterilizaci. Roztok se zalna ve vodn
hzni pi 56{58 C (resp. pi 60{80 C) po 30{60 minut 3 dny po sole.

Sterilizace nasycenou vodn parou pod tlakem (v autokhvu) se proad nefaseji za
petlaku 100 kPa i teploe 120 C po dobu 20-30 minut. Tento zpsob sterilizace umanuje zncit
bezpecre wechny formy mikroorganizmm. Autokhlv je tlakow steriliator opatery vodoznakem
pro stav vody ve vyvjeci fary (pokud nen pmo napojen na pvod mary z centalnho zdroje).

Je vybaven pojistrym ventilem, dvema manometry (jeden k naen petlaku mry ve vyvjei,
druty v pracovnm prostoru), odvzdusiovacm ventilem, vodn wevou a teplomerem. Dokonak
odvzdwsren pracovnho prostoru na zaatku sterilizace je pedpoklademuspsreho autokhvowan
(smes pary se vzduchem @i 120 C a 30 minutowe expozici nena spolehlivy sterilizacn efekt). V au-
tokhvu Ize sterilizovat obvazow materal, operan padlo, uzre roztoky, kovowe ekasle rastroje,
przow materal. Ri sterilizaci bakteriologick/ch pd je teba dat pozor na manost hydrolzy
disacharid a psskozen termolabilnch htek. Textiln materal se ukhdxr do sterilizacnch bubn,

ktee se vkhdaj do autokhvu otewere a po skorcen sterilizace jsou ihned uzaveny. Materal
uzavery v bubnu se poveazuje za steriln jen dva dny po sterilizaci. Potom je nutno buben znovu
sterilizovat, i kdy nebyl otewen.

Sucle teplo je nerecinre ne fara pod tlakem. Ma ns koe cient vodivosti, sterili-
zace probta pi vys teploe a po deb expozcn dobu. Otevery plamen se powa gizhan
bakteriologicle kicky, k likvidaci pokusrych zvat a rekteyych pedmat mak hmotnosti, nag.
kontaminovarych obvaa.

Horkovzdisra sterilizace skla, porcelnu a kou se provad v horkovzdusrych steriliatorech.
Doba vlastn sterilizace se pat od okaneiku dosaen gedepsarych teplot. V pstrojch s nu-
cenou cirkulac vzduchu se sterilizuje obvykle bud pi 160 C 60 minut nebo @i 180 C 20 minut.

Sterilizace ltrac slow k odstranovan mikroorganizm z tekutin tam, kde je jiry zpsob
dekontaminace nevhodry. Viry proctazej \vesinou bakteralnch . Filtry se Is dle konstrukce,
velikosti pu a powieho materalu. Azbestowe Seitzovy ltry jsou lisovare z azbestu a celubzy.
Filtry zadreujc bakterie jsou oznaceny EK (Entkeimung). Filtrecn viaky jsou jednacelowe
a sterilizuj se i s Itracnmi ralevkami v autokhvu. Sklerere jensle Itry jsou z borosilikatoveho
skla ve fornme poeznch desttek zataverych v raleviach. Powvaj se opakovare. Po pourit secist
koncentrovanou kyselinou srovou nebo chromsrovou a dkladre se promyvaj vodou. Sterilizuj
se horkym vzduchem nebo v autokavu. Membanowe ultra Itry z nitrocelubzy s wuznou velikost
pou a puneru se u ras vyatej pod razvem Synpor. Vkhdaj se do specalnch kovowch bubnk
a sterilizuj se v autokhvu. Filtrace se provad za pouwit podtlaku pomoc wevy.

Sterilizace menm se provad pomoc UV nebo ionizujcho zen.

Ultra alowe zen (UV) na optinaln baktericidnwinek gi vinowe clce okolo 254 nm,
kdy je zren maxinalre absorbowano nukleowmi kyselinami. Jako z&te se powvaj obvykle
germicidn lampy. UV zaen slow k dekontaminaci vzduchu a pracovnch ploch pmo vysta-
verych paprskm. Powz\a se k vyzaowan operanch sl, aseptick/ch boy, piteven, odkerowch
mstnost v &ebrach tuberkubzy apod. Vyzaen nenee nahradituklid pomoc dezinfelcnch
prostedk. Lkinnost UV klesa se vzdialenost ozaovareho objektu.

lonizujc zzen penetruje, ale nezama sterilizovary ednet a nemen vlastnosti \esiny
sterilizovarych htek. Zdrojem gama zxen v praxi je obvykle radioaktivn kobalt. Gama z&en se
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pow\a k pumyslowe sterilizaci (obvazow materal, plasty). Mezirarodre stanovera sterilizacn
davka je 27 kGy.

Chemicle prostedky dezinfekce

Vzorkowan a mikrobiologicle vyseten powvarych dezinfelcnch roztok se testuje na stan-
dardnch kmenech mikroorganizrma. Wsledky se odborre interpretuj s ohledem na speci cle
dvody prowacere kontroly. Ve zdravotnickych zazench se odebraj vzorky naederych poweva-

rych dezinfelcnch roztol, a co nejrychleji se transportuj do mikrobiologicle laboratae ke
stanoven jejich wcinnosti na kontrolnch kmenech, ppadre winnosti na mikroby izolovare na
konketnm zdravotniclem pracovsti.

Dezinfelcnicinnost nee byt baktericidn, bakteriostaticla, fungicidn (vaknie a kvasin-
kovie houby), fungistaticka, tuberkulocidn, mykobaktericidn, sporicidn, sporistaticla, virucidn
(obalere a neobalere viry). Testo\an Ize gizpsobit podmnkamcisteho,spinawho, vysoce nebo
malo znecsereho prosted. Speci ckyicinek chemick/ch atek na mikroorganizmy se projevuje
v avislosti na jejich koncentraci a doke psoben (expozice).

Krieria kvality dezinfelcnch prostedl pro volbu jejich porit: sirole spektrumwcinku
(baktericidn, virucidn i fungicidn wcinek zaroven), pi trvabm powan nevznila rezistence,
netoxicle, rychy dezinfelcnicinek, a nita k mikroorganizmm, k dezin kovaremu prednetu jsou
inertn, sty dezinfelcn wcinek za wzrych znen vregch podmnek (teplota, vihkost vzduchu,
pH).

Antimikrobn atky nefaseji pmo paskozuj strukturu mikroorganizm nebo nartsu;j je-
jich akladn metabolicle procesy nap. oxidac (slowceniny chbru, peroxidy, peroxid kyseliny),
redukc (aldehydy), hydroyzou (kyseliny, louhy), dehydratac (alkoholy), koagulac blkovin (al-
koholy, fenoly), zmenou permeability (detergercn atky).

Asady a kyseliny

Silre anorganicle kyseliny a asady se pro s\e toxicle a agresivnicinky powvaj v praxi zdka.
Nap. \apenre meko, kyselina borit, kyselina peroctowa, persteril (32{36% roztok kyseliny pe-
roctove s 10% H,O, a 1% H,SO,)

Oxidan prostedky
peroxid vodku, manganistan draselry

Slowceniny halogen
chlorowe \apno, Chloramin B, Dikonit

bd a jeho sloweniny
pdowa tinktura, jodofory, Jodonal B, Jodisol

Slowceniny &kch kow
Famosept, Merfen, Merthiohat, Thiomersal

Alkoholy
etanol, n-propanol, etylenoxid

Aldehydy
formaldehyd, formalin, glutaraldehyd

Fenoloe deriaty
krezoly, Lysol, Orthosan BF 12

Povrchoe aktivn atky
Ajatin, Septonex, Ophthalmo-Septonex
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Ke kontrole wcinnosti dezinfekce a sterilizace se pow\arada test podle povahy steri-
lizovare htky a zpsobu prowacen sterilizace nebo dezinfekce, nap. paprow indikatory nebo
bioindilatory, sery steriinm vatowm tamppnem.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Poracky a chemilalie
Petriho misky s MPA, zkumavky s 10 ml MPB
steriln vatowe tycinky, zkumavky, pinzety a destilovara voda
papr, alobal, pipety
UV lampa

dezinfelcncinidla (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 psoben UV aen naust mikroorganizm

Pomoc vatowe tycinky peclive rozett mikrobaln kulturu po ceem povrchu agaru v do-
statecrem mnazstv a hustoe (3 sklerere misky s MPA).

Misky rozcelit popisovacem zespodu na poloviny, umstit do boxu s UV lampou a odklopit
\cko. Polovinu kazde misky zakyt alobalem.

Prvn misku ozaovat 10 sekund, druhou 30 sekund a posledn 60 sekund.

Po ozxen misky zakyt \«ckem a inkubovat dnem vzlaru 24 hodin i 30 C.

Hodnocen : Prohednout agarowe plotny, wsledky zaznamenat. Zhodnotit vliv UV zxen
na ust mikroorganizmu podle jeho celkylcinku. Zhodnotit iust v zakrye@sti agarowe plotny
(kontrola). Hi jale doke ozaowan je znatelry ubytek kultury? Byly mikroorganizmy ovlivreny
UV @@enm? Zvisel tento vliv na druhu mikroorganizmu a na dole expozice?
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Vliv doby kontaktu naust mikroorganizma

Do steriln zkumavky pipravit dezinfelcn prostedek v koncentraci doporwcere na obalu
wrobcem

{ Incidur: 0,5% roztok, celkow objem 5 ml, 25 | prostedku a 4,975 ml vody
{ Savo: 100 ml do 3 |, tj. 3,33% roztok, do 4,833 ml pipetovat 166,71 Sava
{ Ajatin: 1% roztok

Misku s MPA rozcelit na 3 sektory, ktee oznacme 0; 1 a 10 minut.
Do sektoru 0 naakovat kulturu vatovou tycinkou ,ladkem\ (kontrola).
Do zkumavky s dezinfelcnm prostedkem gidat 500 | kultury a protepat.

Ze zkumavky po 1 a 10 minutch akovat , radkem\ vatovou tycinkou do odpovdajcch
sektan na misce.

Inkubovat 24 hodin pi 37 C.

Hodnocen : Proh&dnout agarow plotny, wsledky zaznamenat. Zhodnotit vliv doby pso-
ben dezinfelcn htky na ust bakterie. Porovnat hustotu raustu. Ma doba psoben dezinfelcn
htky vliv na ust mikroorganizmu?

Vliv koncentrace naust mikroorganizm, stanoven mininaln inhibcn
koncentrace

Steriln zkumavky oznaitcsly 1 & 6.

Do prvn zkumavky pgipravit 2% roztok Inciduru nebo 3% roztok Sava v MPB do celkoweho
objemu 2 ml (40 | Inciduru doplnit 1,960 ml MPB; 60 | Sava doplnit 1,940 ml MPB).

Do dakch 5 zkumavek pipetovat 1 ml MPB.
Z prvn zkumavky odebrat 1 ml roztoku, pipetovat ho do druke zkumavky a promchat.

Postupovat obdobre & k pedposledn zkumavce (zkumavka 5), z n 1 ml odebrat a vypustit
do odpadn radoby.

Posledn zkumavka (6) neobsahujeadry dezinfelcn prostedek (kontrolawstu). Zkumavky
1 & 5 obsahuj 1 ml roztoku dezinfelcnhocinidla s klesajc koncentrac v MPB. Koncentrace
prostedku v kazce rasledujc zkumavce je polovcn ve srovran s pedchazejc zkumavkou.

Do kade zkumavky naakovat 50 | kultury. Inkubovat 24 hodin gi 37 C.

Hodnocen : porovnat ust v uzrych koncentracch dezinfelcn atky. Ktem koncentrace
je dostatecra k inaktivaci dare kultury? Je ovlivirena minimaln inhiben koncentrace dezinfekce
podle bakteralnho druhu a podle powite dezinfekce?



62 Fyzilaln a chemicle prostedky kontroly ustu mikroorganizm

n Zhodnocen cvecen

Wsledkyuloh jsou zobrazeny na obr. 28 a 29.

Obr. 28: Rsoben UV zen naust Serratia marcescens(A) a Staphylococcus aureugB) (archiv
autorek)

Obr. 29: Vliv doby psoben uzrych dezinfelcnch atek na ust B. cereus (A), S. cerevisiae(B),
S. marcescens(C), E. coli (D), S. marcescens(E) a vliv koncentrace dezinfelcn atky na wst
S. marcescens(F) (archiv autorek)

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Knei ova J., Hodnocen baktericidnicinnosti dezinfelcnch gpravik suspenzn mikrome-
todou. Cs. epidemiol. 1988, 37:97{103.

Standardn metody pro hodnocen dezinfelcnicinnosti chemickych htek. AHEM, ploha
c. 1, 1985, 1{25.

Melicheckowa V., Sterilizace a dezinfekce ve zdravotnictv. Praha, Grada Publishing, 1998.

ﬁ Kontroln oaizky

1. Pra je pi ozaown agaru na misce UV swetlem nutno odstranit sklerere \cko?

2. Mnoke mikroorganizmy nachazejc se v prosted jsou zbarvere. Jakou whodu nee pig-
ment pedstavovat pro organizmus?

3. Nacem avisicinnost fyzilkalnch a chemiclkych prostedld v boji proti mikroorganizmm?
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4. Vyswetlete pojem mikrobistaticky.
5. Vys\etlete pojem mikrobicidn.
6. Proctaz UV zen alobalem?

7. Kde se meeme setkat se sterilizac UV zmenm?



12 Vliv rekteych barviv a alkoholickch
rapaj naust bakteri

Cl cveen

Stanovit citlivost bakteri k barvium a alkoholickm rapajm. Porovnaticinek htek na zneny
v charakteru wstu (inhibice ustu, znena pigmentace) bakteri.

Uvodn slovo

Nektem organicla barviva (Tab. 2 a 3) maj bakteriostaticky .cinek na grampozitivn bakterie
i v koncentracch, kdy gramnegativn bakterie jese rostou. Toho se vyw\a pro ppravu selek-
tivnch pd wvarych nag. pi stanoven koliformnch bakteri. Obvykle se pichwa krystalowa
nebo gencianowa violet, malachitoa zelen, metylenova mod, trypa avin atd. Selektivn htky pro
streptokoky jsou nap. akridinowa orarg, etyloa violet ’, anilnowa a trypanowa mod.

Tab. 2: Vliv nedi s neutalnmi, kyseymi a bazickymi barvivy ¢ecen 1:1000) na ust bakteri
(Fung a Miller, 1973, upraveno).

| § | . ey | Anili | ssore.
Hoffman| Cryual | Dabiia, | Pochuin. | “Ea | St | vioiet |ayidmia okt |
violer. | viclet, | | violer. | violerr. | Gedan | biue k. - |(Kahne).| 6B,
bakterie Tal T T W
FERIEE Y g|8itig|8l8
HHE HHHHHI
grampozitivii baklerie, ale s it B i ol
Staphylococeus aureus. . .. +H |+
tococcus (green). . . . . + 4+
Streptococcus (hemolytic) .. . ... . 4
Streptococcus mucosus capsulatus. + 4+
Pneumococeus. . +
B. diphtherie. . H 4+
Diphtheroid baci 4+
Diphtheroid bacil e+
B, hoffmanni. . ....... +H|+
B, subtilis. . 1+ + 4
B! lactimorbi |+ +
B. anthracis. 1+ ++
[+ =% +:+‘+1+—s-+ | 4+ + i+
B ol It A o b + 4 4 X+
|+ | + |+ 4
{4yl 4 ++ o+ - X
[+ | ++ F
o] X || 8] | | 4] +4 | = H
S A b e P +4 A 45| |
| A X 4 4 +i+ e
o +‘+[+ +4 i 2 Al ] |
||+ +“+ | H 4 |+ i || A+
HE A HH +HH A
|4 A | o 14|+ {1+ |+
| '+l+ L
I;+t-:$t;1 ‘+i a4 A H
| w4 4 |+ + 4 T+
)l ++ i
+-‘—‘+_, S x4 ++ F 4 x|+
B. pullorum.. ... |l 4 |l lale.d H+ +iH

Tab. 3: Vliv anilnowch barviv naust bakteri (Krumwiede a Pratt, 1914, upraveno).

Na selektivnch pdach vyustaj jen rektee mikroorganizmy, ust neadoucch je na nich
potlacen (ne wsak 100% inhibowan!). Jedra se o zwhodren ucie skupiny mikroorganizm, ktea
by mohla kyt pekrytaci zamaskowana ostatnmi. Selektivnh media se skhdaj zezivreho zakladu
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a inhibitoru wstu - chemilali (slowceniny teluru, selenu, lithia), bazickych barviv, htek sniujc
povrchowe napet glic, solizlicowch kyselin, deoxychobt sodry), selektivre toxickych slowcenin
(azid sodry), antibiotik atd. Neadouc mikrooru Ize inhibovat rovree kyseym nebo asadiym
charakterem nedia nebo jeho zwsenou osmolalitou (vysole koncentrace solci sacharid).

RozdIre typy stavby burere seny mikroorganizma maj za rasledek odlsnou citlivost
k vybrarym barviumci chemickym htkam. Sl@en burere seny je popsano v kapitole Makro-
skopicle a mikroskopicle pozorowan mikroorganizr.

Alkoholicle rapoje obsahuj atky, ktee ban mnaen a ustu mikroorganizra. Ve vnu
to jsou tsloviny a avonoidy. Mikrobiologickou salost vna ovliviuje i gen vna a vys obsah
alkoholu. U lihovin je to vysoky obsah alkoholu (nad 20 %). Pivo ma nzle pH a obsah alkoholu
je ponerre nzky (0,5{8 %). Nejwest vliv na mikrobiologickou stabilitu ma v pivu chmel a jeho
slaeky (humulony, lupulony, chmelow silice, tsloviny).

Seznam pstraj a mikroorganizm

Pomcky a chemilalie
1% vodry roztok krystalow violeti
steriln zkumavky, destilovara voda, pipety a Petriho misky
zkumavky s 18 ml MPA

pivo, chmelowe extrakty, vno, lihoviny

Mikroorganizmy
Bacillus subtilis CCM 2216
Serratia marcescensCCM 303
Escherichia coli CCM 3954

Micrococcus luteus CCM 169

Postup

Bakteriostaticle psoben roztoku krystalowe violeti
Naedit roztok krystalowe violeti v porreru 1:10, 1:100 a 1:1000.
Fipravit 4 zkumavky s 18 ml MPA rozvaereho a vytemperovareho na 45 C.

Pipetovat 1ml kadehoreden barviva zvist ' do 4 Petriho misek. Kadou misku zalt 18 ml
MPA a jemre promchat.

Po ztuhnut rozcelit xem dno misek nactvrtiny. Do sektaun ackovat kultury bakteri.
Inkubovat pi teploe 37 C po dobu 48 hodin.

Odecstust bakteri (obr. 30) a wsledky zapsat do tabulky. Porovnatust gramnegativnch
bakteri sustem grampozitivnch.
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nerfedéné barvivo 10x redéné barvivo

100x fedéné barvivo 1000x fedéné barvivo

Obr. 30: Vliv krystalowe violeti na ust mikroorganizm. Escherichia coli (A), Bacillus subtilis
(B), Serratia marcescens(C), Micrococcus luteus (D) (archiv autorek)

Vliv rapaj naust bakteri

Fripravit zkumavky s 18 ml MPA rozvaereho a vytemperovareho na 45 C..

Pipetovat 1 ml kackeho rapoje (pivo, vno, lihoviny, chmelow extrakt) zvist ' do Petriho
misek. Kadou misku zalt 18 ml MPA a jemre promchat.

Jednu misku pipravit pouze s MPA, bude slowit jako kontrola ustu.
Po ztuhnut rozeelit xem dno misek nactvrtiny. Do sektan akovat kultury bakteri.
Inkubovat pi 37 C po dobu 48 hodin.

Odecstust bakteri (obr. 31) a wsledky zapsat do tabulky. Porovnatust gramnegativnch
bakteri s ustem grampozitivnch.
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kontrola

- e’
©,]_KopeckdfG. Rotkovd

Obr. 31: Vliv rapaj naust mikroorganizr. Escherichia coli (A), Bacillus subtilis (B), Serratia
marcescens(C), Micrococcus luteus (D) (archiv autorek)

Zhodnocen cveen

Dalo k inhibici ustu mikroorganizm?

Byla inhibice ustu pouze u rektee skupiny mikroorganizm (grampozitivn, gramnega-
tivn)?

Znenily pidare htky v mediu charakter ustu mikroorganizm (vzhled, pigment)?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue
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., Kultivacn pdy v ekasle mikrobiologii. Nakladatelstv Hortus, Brno, 2000,
ISBN 80-238-5058-X.
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(2 Kontroln oazky
1. Vcem spa\a rozdl citlivosti uwzrych drub mikroorganizm?
2. Cm je zajsena mikrobiologicla stabilita piva?
3. Cm je zajsena mikrobiologicla stabilita vna?

4. Co se pichwa do selektivnch nedi? Jakou vlastnost ma dara htka mt?



13 Stanoven citlivosti mikroorganizm
k antibiotikim, stanoven koncentrace an-
tibiotik

Cl cveen

Stanovit a porovnat citlivost mikroorganizrm kwzrym antibiotikm. Stanovit koncentraci nezra-
meho vzorku antibiotika.

Uvodn slovo

Antibiotika (ATB) jsou sekundarn metabolity mikroorganizm, jsou pirozere syntetizovara pro
potlacenustu konkurercnch organizrm. Poskytuj whodu i soutzi o ekologickou niku a o sub-

stat. V prosted pat mezi nejyes producenty ATB vaknie mikroskopicle houby, nap. Penicil-
lium, Aspergillus, Acremonium (,,Cephalosporiumy), Paecilomyces a dale vhknie aktinobakterie.
Vzhledem ke schopnosti psobit na ust mikroh, \cetre patogen, jsou ATB vyw\wana jako
chemoterapeuticle atky.

Prvnm nalezerym ATB byl penicilin produkovary plsn Penicillium chrysogenum (Fle-
ming 1928), rasledoval streptomycin produkovary astupci rodu Streptomyces Mezi bakteraln
producenty ATB pat pae aktinobakterie; vybran producenti: Streptomyces griseugstreptomy-
cin), S. kanamyceticus(kanamycin), S. erythaeus(erythromycin), S. venezueladgchloramfenikol),
S. aureofaciens(chlortetracyklin), S. fradiae (neomycin); a ojedirele i mstupci kmene Firmicutes,
jako napr. Bacillus subtilis (bacitracin), Paenibacillus polymyxa(polymyxin).

Antimikrobaln atky pat spolu s dezinfelcnmi prostedky mezi chemicle metody kont-
roly mikrobalnho ustu. Mezi antimikrobaln htky pat i antiparazitika, antimykotika, antivi-
rotika, antituberkulotika. V praxi se vywvaj prirozeraci modi kovara ATB.

Podle spektrawinku rozezrename uzko{ asirokospekta ATB pochvara lolkalre, oalre
nebo injelcre. Powvaj se i jejich kombinace (nap. pi snserych infekcch). Antimikrobaln
htky jsou powany s ohledem na bakteraln druh, pH, rozpustnost, toxicitu a cenu. Ri rozho-
dowan o nejvhodregs kombinaci ATB by nel Eka gihket k anamreze pacienta.

Vedlegmilcinky ATB bya jejich toxicka aktivita (ledviny, ptra, placenta) a propuknut
sekundarn infekce paskozenm vlastn mikroory. Dleziymi krierii pro zhodnocenwcinku anti-
mikrobaln htky je jej koncentrace, doba kontaktu a je{li pro bakterii letln (baktericidn) nebo
zpsobuje pouze pechodnou inhibici ustu (bakteriostaticla).

Mechanizmycinku ATB

Inhibice proteosynezy konkurercnho kmene ban iniciaci proteosynezy, interferuje s translac
vazbou na ribozom, ban vazle peptidylowe tRNA na peptidylowe msto (P{msto), ban elon-

gaci polypeptidu na 30S nebo 50S podjednotce ribozomu, nap. aminoglykosidy, makrolidy, tetra-
cykliny, linkosamidy, amfenikoly, kyselina fusido\a.

Ovlivren synezy DNA a RNA vyznazanm podjednotky DNA gyazy, bran transkripci
vyzvaanm RNA polymeazy, interference s bakteraln DNA a RNA, baktericidn, nap. sulfona-
midy, diaminopyrimidiny, chinolony, rifampicin.

Antibiotika pro inhibici propustnosti cytoplazmaticle membany jsou baktericidn,
nap. polypeptidy, antimykotika polyenoweho charakteru.
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Bsoben na synezu burere seny , Na synezu peptidoglykanu, ovlinuje baktericidre
pouze rostouc bunky inhibic tvorby vazeb peptidoglykanu, bran pohybu prekurzan peptidogly-
kanu, napr. {laktamy, glykopeptidy (penicilin, cefalosporin, vankomycin, teikoplanin, bacitracin,
cykloserin, fosfomycin).

Antagonizmus a kompetitivn inhibice , psoben na synezu kyseliny listow, trimeto-
prim, dapson, izoniazid.

Infelcn onemocren jsou celosetowe zodpowedra za piblzre 40 % wsechumrt i vzhle-
dem k naustajc rezistenci patogen wi ATB. Rezistentn kmeny bakteri maj schopnost
negijmat (absence receptan, e uxn sysemy), sepit, inaktivovat (nap. {laktamaza inakti-
vuje {laktamow ATB) a vylicovat ATB, modi kovat clowe struktury (metylace rRNA) anebo
modi kovat enzymatickou dahu.

Rezistence nee kyt primarn, ktea vypina z pirozerych vlastnost a funkc bunky
(chykejc receptor, transportn sysemci clove msto psoben ATB), a sekundarn, zskara, ktea
je zpsobena sponannmi zirenami v genomu mutacemici penosem geneticle informace plazmi-
demci transdukc. Sekundarn rezistenci pisp\a hevhodre zachazen s ATB. Rezistentn bakterie
jsou katce ptomny v nzle frekvenci (frekvence wskytu mutantnch kmen pro danou vlast-
nost je stabilre 10 8), ale vzhledem k horizontlnmu genosu plazmid konjugac a rychemu
mnaen burek s plazmidem (vertilalre = na potomstvo) frekvence rychle roste. Kgen rezistence
pispvaj i chovatek zvat a preventivh podavan ATB zvaim.

Boj protigen bakteralnch rezistenc probha v mnoha oblastech: zgsren hygienickych
a epidemiologickych opaten, omezen podaan ATB u zvat pouze na avare infekce, do-
hled nad podavanm a wvanm ATB. Draz se klade i na evidenci a kontrolu nozokomalnch
infekc a informovanost eka i nemocrych. Podle odhad jsou ATB podianacasto zbytere
nebo chybre (virowe infekce, &ba neinfelcnch chorob, neracioraln stcanrady ATB, pedtasre
pocavan ATB posledn generace, ustupovan paadavikm pacient, pecdcasre ukorcen w\an
ATB).

Sm Fleming varoval ged nespavrym w\anm penicilinu. Postuprym zvysonanm jeho
koncentrace se mu podailo zskat znacre odolre bakterie. Jeho obavy se splnily w v roce 1945,
kdy byly pozorowvany pneumonie asoky vyvolare na penicilin rezistentnmi kmeny Staphylococcus
aureus V roce 1966 pak bylo w 35 %S. aureus plre odolrych k meticilinu. V roce 1967 byla
zaznamerana i rezistence pneumokok. V polovire 70. let v Japonsku zjistili,ze 62 % strepto-
kol skupiny A zskalo rezistenci na erytromycin. Fluorochinolony zavedere v roce 1980 zabjely
zprvu 95 % na meticilin rezistentnch stafylokol, ale za pouty rok k nim zskalo rezistenci 80 %
stafylokol. V poslednm desetilet se objevily rezistentn kmeny Escherichia coli, klebsiel, entero-
kold, Proteus mirabilis, mykobakteri, salmonel i dakch bakteri a jejich wskyt se trvale zvysuje.

V sowcasnosti existuj bakteraln kmeny odolre k vce ATB zaroven, tzv. multirezistentn kmeny.

Dleitou roli sehavaj puzkumy a monitoro\an rezistentnch kmen v amci projektu
EARS{Net (Europen Antimicrobial Resistance Surveillance Network), ktel sbi, analyzuje a sdl
data. V CR na projektu spolupracuje mnoho nemocnic a zdravotnickch zazen, ktee maj
vyspel sysem monitorovan rezistenc na ATB. Mezi probemowe rody v CR scetrymi rezisten-
cemi pat nap. rody Escherichia, Salmonela Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus Myco-
bacterium, rektee kmeny jsou navc multirezistentn. Rezistence avis do jise mry na selelcnm
tlaku ATB, kdy bakterie mobilizuje plazmid s geny pro rezistenci. Funkcn operon se vynen za
jiry a doctaz k gedan plazmidu horizontln cestou i meziwzrymi rody.

V solcasnosti probta wzkum biosynezy nowch, zejnena hybridnch ATB pomoc ge-
nowho ireeryrstv a kombinatoraln biochemie. Alternativou polzit antibiotik je figowa terapie
s clerym winkem na ptomreho patogena. Ri fgowe terapii nedochaz k ovlivren pirozere
mikroory jako u \esiny ATB.

Z hlediska aplikace v humann nebo veterirarn medicre je dlezie ucit citlivost mikro-
organizmu k aplikovare atce, ca napomala jeho identi kaci. Souhrn teat citlivosti na ATB se
nazna antibiogram. U wsech mikrobiologick/ch metod je nutno zachowavat stejnou dobu a tep-
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lotu kultivace pro dary mikroorganizmus a testovanou htku. Protae citlivost difiznch metod je
avish pedewvsm na difizi testovare htky v agarowe vrste, je nutno pi jej pprawe dodeet

rektee podmnky: konstantn hustotu a vlhkost agaru, stejnou tlowst 'ku agaru, ppravu agaru
s absolutre rovrym povrchem. Pro testowan citlivosti k ATB se standardre vyw\a Mueller{
Hinton agar , ktey je bohay naziviny, ma nis obsah ztwovadla a standardn diftizn schopnost.
Krormre stanoven citlivosti k ATB se Mueller{Hinton agar vyw\a pro izolaci rod Neisseria a Mo-
raxella.

Pro stanoven koncentrace htek, ktee inhibuj nebo stimuluj ust mikroorganizm, se
vywevaj metody zed 'ovac, nefelometricle, titrimetricle a difizn.

Nejnis koncentrace antimikrobaln atky, i ktee jese nepozorujeme bakteraln ust,
se naz\a minimaln inhiben koncentrace (MIC) antibiotika. Vyjaduje mnastv ATB
(g/ml, mg/l), ktee uplre potlac ust kmene pestovareho in vitro . MIC je mare ucit pomoc
kvantitativn zed 'ovac metody, ktem se provad ve zkumavce nebo na mikrotitracn desttce.
Za citliw se povazuje kmen, jeha MIC je 2{4  mers ne& koncentrace dosahovara terapeuticky
v krvi. Za rezistentn se povazuje kmen, ktely se mna pi koncentraci ATB wrazre vys, nez je
purrerra MIC u kmen eha druhu.

Difizn stanoven citlivosti k ATB (kvalitativn test) se cl dle zpsobu naresen testovare
atky. Kapkoe metody, kdy se htka kape na povrch tukeho nedia. Diskoe metody vywevaj
disky Itracnho papru, ktee jsou nasyceny testovanou htkou a kladou se na agarowe plotny
(rutinn testowan citlivosti patogennch mikroorganizm na ATB). Ri komnkoe  metock se do
agarowe vrstvy vtlacuj komnky ze skla, porcebnu nebo nerezawjc oceli (ne & na dno, stejre
hluboko) a do nich se pipetuj roztoky testovarych htek. Jamkowa metoda vywa jamek vyhlou-
berych korkovrtem pmo do agarowe vrstvy, do ktelch se pipetuj testovare atky. Kvantitativn
dilen E{test sesha z prowzkoweho nosce napwsereho klesajc koncentrac ATB. Sleduje se
projasren raustu ve tvaru hriskovie ony citlivosti na ATB a hodnota MIC.

Postup stanoven citlivosti k antibiotikm difiznm testem { disko\a me-
toda

Stanoven citlivosti se negasgji provad pomoc kvalitativnho difiznho testu v agaroem mediu.
Inokulum o hustoe 0,5 McF se rovnorerre rozete po povrchu agaru a potom se na rozer apli-
kuj paprowe disky napwsere ATB (komecre dodhvare, napwsere de novarym mnastvm).
Dleitou informac je rovrez koncentrace ATB uvedera na kadm disku.

Behem kultivace difunduje htka z disku horizontlre do okolnho agaru v koncentraanm
gradientu. Ltinra htka se projev vytvaenm kruhow, tzv. inhibtn ony kolem disku. Citlivost
mikroorganizmu k testovare htce se uc z velikosti inhiben Dny. Velikost Dny je ovlivrena
schopnost antimikrobaln &tky difundovat agarem a rychlost wstu mikroorganizmu. Hrantn
hodnota rezistence je individwaln pro kad/ mikrobaln druh a dare ATB. Spavnost testu je
kontrolowana za pomoci standardnch bakteralnch kmen. Za dodeen gesrych podmnek, tzn.
kvality agaru, pH, koncentrace ioni, velikosti inokula jsou purrery inhibtnch on srovnatelre
s hodnotami MIC (semikvantitativh metoda).

Stanoven koncentrace ATB

Pro stanoven koncentrace htky inhibujcust bakteralnho kmene nmeeme vywet ditizn jamko-

vou metodu. Z kalibracn pmky se stanov nezranma koncentrace vzorl ATB. Hodnoty pro sesta-
ven kalibracn pmky vychaz ze zrane velikosti on neerych na rekolika miskach se zramou
koncentrac testovareho ATB. ZDny se vyta kolem 4 jamek, do kteych byl pipetovan roz-
tok ATB o zrame koncentraci. Z hodnot punen inhibcnch on se standardnmi roztoky se
sestroj kalibracn pmka (avislost purreru ony v mm na logaritmu koncentrace). \Whodou
jamkowe metody je,ze nemus kyt dodeowny steriln podmnky @i paci s testovanou atkou,
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difize wcinre htky nen podstatre ovlinovana ostatnmi htkami a metoda je dostatecre rychh
a citliva. Newhodou je pracra pprava jamek a nebezpe pelit testovare atky pi manipulaci
s miskami.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Pormacky a chemilalie
Petriho misky s Mueller{Hintonowm agarem
L{klcka (hokejka), pinzeta, korkovrty, skalpely
Antimikrobaln disky, standardy a testovare vzorky oxacilinu
Automaticla pipeta, sterilnspeky, pravtko
ATB: vankomycin { 30 g (glykopeptidy), rifampicin { 5 g (ansamyciny), chloramfenikol
{30 g (amfenikoly), cefalotin { 30 g (cefalosporiny I. generace), nitrofurantoin { 100 g,
oxacilin { 1 g (isoxazolylpeniciliny, peniciliraza rezistentn), tetracyklin { 30 g (cykliny),

ko{trimoxazol { 25 g (sulfonamidy s potencovarym antimikrobnm wcinkem), penicilin {
10 MJ ( -laktamy, dipeptidy)

MJ (mezirarodn jednotka; IU = International Unit) je nerra jednotka pro mnastvicinre atky,

zalaera nikoli na hmotnosti, rybz na namgerem biologickem psoben nebotcinku
Mikroorganizmy

Micrococcus luteus CCM 169

Staphylococcus saprophyticusubsp. 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 { diskowa ditizn metoda

Na povrch Mueller{Hinton agaru pipetovat 0,2 ml bujonowe kultury a rozett steriln L{
kickou.

Na misku sterilre  pomoc jehly rozlait 4 testovac disky s ATB v dostatecre vzdalenosti
od sebe a od kraje misky.

Inkubovat 24{36 hodin pi 37 C.
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Hodnocen

Pozorovat ust mikroorganizmu kolem ATB disk (obr. 32).

Mrit velikost inhibtnhch on jako celkuusecek pumen ony nmererych ve dvou na sebe
kolrrych snerech (velikost disku je v hodnocen zapatna).

Vypatat aritmeticky purrer a stanovit citlivost: necitliw mikroorganizmus (inhibtn ona
do 11 mm), citliw mikroorganizmus (inhibtn Dna 11{17 mm), velmi citliy mikroorgani-
zmus (inhibcn ona nad 17 mm).

Pozn. Zmrere rozsahy inhibcnch 2n pro ucen citlivosti kmene jsou pouze orientacn. V praxi
se wsledky odectaj za pomoci shle aktualizovarych tabulek, ktee uad velikost on citlivosti
ucieho ATB pro dary druh. Dvodem aktualizac tabulek je vaustajc 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 ditizn jamkovou metodou

Rozvait Mueller{Hinton agar (15 ml ve zkumavlach) a temperovat na 45 C.

Do zkumavek akovat 0,5 ml inokula S. aureus NCTC 8511.

Obsah zkumavek promchat, vylt do sterilnch misek a nechat utuhnout na rovre podiece.

Fipravit standardnradurecen oxacilinu, redit v destilovare vode na koncentrace: 250;
125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,81g/ml.

Po utuhnut agaru vyhloubit korkovrtem a skalpelem na miskach 4 jamky; korkovrt a skalpel
sterilizovat @ehnutm po namaen v etanolu. Vyhloubere kousky agaru odkhdat do Pet-
riho misky (k likvidaci, obsahuj S. aureus). Korkovrt a skalpel je nutre po skorcen pace
sterilizovat.

Misky popsat, na 1 misce je \zdy 1 standardn koncentrace nebo 1 testovary vzorek.

Do kack jamky pipetovat 40 | roztoku ATB, wzdy roztok jedre koncentrace na misku. Je
teba pipetovat i pemist 'ovat misky opatrre, aby roztoky nepetkaly pes okraje jamek.

Inkubovat 24 hodin pi 37 C.

Hodnocen

Zneit punery on ve dvou na sebe kolrych snerech.

Pro kadou nu vypatat punernou hodnotu, ze 4 2n na misce vypatat punernou
hodnotu pro danou koncentraci.

Z hodnot standardnch roztola (obr. 33) sestrojit kalibracn pmku v MS Excel (avislost
pureru DNy v mm na logaritmu koncentrace oxacilinu).

Z kalibracn pmky (rovnice regrese) stanovit koncentraci nezranych vzorla ( g/ml).

V protokolu bude uvedeno oznaen vzorku a jeho koncentrace.
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®, G. Rotkov3

Obr. 33: Standardnradarectn ATB (oxacilin) na Mueller{Hinton agaru a velikost inhibcnch
on u kmene S. aureusNCTC 8511 (archiv autorek)

Stanoven antagonist { pirozerych producent antibiotik

Na povrch agarowe plotny s Mueller{Hinton agarem akovat v jednom pruhu pravcepodobreho
producenta antimikrobalnch atek ( Streptomyces B. subtilis, P. polymyxa nebo S. mar-
cescensy, viz. obr. 34.

Kolmo k producentovi akovat v pruzch testovare kmeny bakteri.
Inkubovat 24{36 hodin pi 37 C.

Vyhodnotit, zda daslo k inhibici wstu testovarych kmen bakteri.

A TK T«

Obr. 34: zkown pravéepodobreho producenta antimikrobalnch htek (P) a testovarych kmen
(archiv autorek)
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Zhodnocen cveen

Porovnat citlivost mikroorganizra k wzrym ATB, je citlivost wzrych drub k jednomu
ATB stejra?

Je stejrywcinek jednoho ATB nawzre mikroorganizmy?

Podailo se sestrojit kalibracn prmku a ucit koncentraci nezraneho vzorku antibiotika?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc

lite

-

Le Ko
1
2.

© N o g &~ W

ratue
Greenwood D., Slack R. C. B., Peuthere a kol., lekaska mikrobiologie. GRADA Publishing,
1999, ISBN 80{7169{365{0.

Votava M., Kultivacn pdy v ekasle mikrobiologii. Nakladatelstv Hortus, Brno, 2000,
ISBN 80{238{5058{X.

Ucowan citlivosti a rezistence bakteraln kultury k antibakteralnm atkam (zdroj: http:
/lfvI2.vfu.cz/sekce _ustavy/mikrobiologie/obrazova _priloha/mikrob/6.html; 2. 3. 2016)

Now htka ktem ke stoviam antibiotik (zdroj: http://www.gate2biotech.cz/nova-latka-
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ntroln oazky

. Jale jsou mechanizmy rezistence bakteri na antibiotika?

Je antibiotikum produkt primarnho metabolizmu? Kcemu je bakteraln bunce v prosted
prospsre?

Vys\etlete pojem inhibcn na.

Cm se Is antibiotikum od chemoterapeutika?

Kcemu se pow\a diskowa difizn metoda a jaky je jej postup?

Jak se nazna nedium powvare pro testovan citlivosti na ATB?

Prac se pi stanoven koncentrace antibiotika pipravujeredcrada tohoto antibiotika?

Co je to MIC?
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14 Bakteriociny

Cl cvecen

Dkaz produkce antibakteralnch atek { bakteriocin.

Uvodn slovo

Bakteriociny predstavuj skupinu mikrobalnch protein charakteristick/chuzkym spektremtcin-
nosti. Produkce bakteriocin zwhoduje bakterie v jejichzivotnm prosted. Umanuje eliminovat
ostatn bakterie stejreho nebo blzce pbuzreho druhu, se kteymi by soupeily o spolere ener-
geticle zdroje. V sowcasnosti jsou de novare 3 zakladn skupiny bakteriocio gramnegativnch
bakteri - koliciny, mikrociny a korpuskublrn bakteriociny.

Koliciny jsou vysokomolekubrn proteiny (25{80 kDa) produkovare Escherichia coli a ji-
rymi druhy zceledi Enterobacteriaceae Mikrociny jsou nzkomolekuarn atky (do 10 kDa) pep-
tidowe povahy, produkovare astupcicelede Enterobacteriaceae. V sowasnosti je detailre charak-
terizovarych 25 typ kolicin a 12 typ mikrocin. Mikrociny se od kolicio Is sism spektrem
winku, vys stabilitou k extemnmu pH, teploe a vys rezistenc k proteaam. Koliciny jsou
lodowany plazmidowe zatmco mikrociny mohou byt lodovany na plazmidu ci chromozonalre.
Korpuskubrn bakteriociny jsou vysokomolekubrn@stice podobre figovemu btku (phage tail-
like bacteriocins). Wskyt korpuskublrnch bakteriocio byl pozorovary nag. u drub Budvicia
aguatica, Pseudomonas aeruginosa Pragia fontium.

Redpokad se,ze bakteriociny produkovare E. coli mohou psobit jako probiotika a an-
tibiotika. Casto powvarym probiotickkm kmenem je nepatogenn kmen E. coli Nissle 1917,
producent mikrocin H47 a M. Tento kmen byl izolovary remeckym bakteriologem Alfredem
Nisslem v obdob 1. swetow \alky. Powval se jako ochrana vopl ped infelcnmi pujmy.

V sowcasnosti je aktivn htkou probiotika Muta or . U novorozena, kteym byl aplikovary
kmen Nissle 1917, daslo k wrazremu zwsen hladiny imunoglobulin IgA a IgM v krevnm sru
a ltatu stolice, rovrez dslo ke zysen hladiny IgA ve slirach. Ri studiu nespeci cleho imu-
nitnho sysemu na mysch dalo ke zysen sekrecnch schopnost makrofg, stoupla tvorba in-
terleukinu 6, kyslkowch radilal a byla zjsena zysera produkce faktoru radorowe nekozy

po indukci makroag kmenem Nissle 1917. Probiotikum Muta or se powa pi &Ele po-
ruch tluseho steva { puyjmy, ;acpa, meteorizmus, chronicka onemocren steva, nag. ulceozn
kolitida a Crohnova choroba, alergie, ekzmy atd.

Unan probiotik vede k aktivaci obranyschopnosti organizmu. kinek kmene Nissle 1917
a tm mdem iwinek produkce mikrocio H47 a M byl vyzkotwsery i na adherentre invazivnch
E. coli (AIEC) kmenech izolovarych z biopsi pacient trpcch Crohnovou chorobou. Tento kmen
wrazre snzoval schopnost AIEC kmen adherovat a invadovat do epitelalnch burek a doporicuje
se jeho w\an pi terapii chronickych onemocren stev.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Poracky a chemilalie

Indilatorow kmen { E. coli K12 { ROW

1,2 % TYEA (8 g enzymaticleho lyatu kaseinu, 5 g kvasncreho extraktu, 5 g NaCl, 1 |
H,0, 12 g agaru)

MPA (28 g agaru, 1 | H,O)
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Chloroform

Mikroorganizmy

Escherichia coli { izohty ze stevcloweka

Postup

Kmeny E. coli akovat vpichem do agaru (12 vpich/kmen na misku).

Lze vyt akladn 1,2 % TYEA, 1,2 % TYEA agar s mitomycinem C (indikace SOS od-
powedi, zysen produkce rekterch typ bakteriocin), 1,2 % TYEA s trypsinem (rozklad
bakteriocin proteinoweho charakteru) nebo MPA (medium s nalo zivinami, zwsen pro-
dukce rektelch typ bakteriocin).

Kultivace 48 hodin pi 37 C.

Inaktivovat kmeny picanm chloroformu pro uvolren bakteriocin do nmedia. Na \cko
misky umstit buncitou vatu, pipetovat 1 ml chloroformu a nechat psobit 30 minut.

Do 3 ml 0,66 % TYEA temperovareho na teplotu zhruba 45 C pgidat 100 | indilatorowe
kultury.

Medium s usmrcerymi kmeny pelt 3 ml 0,66 % TYEA temperovareho na teplotu zhruba
45 C a nechat ztuhnout.

Kultivovat 24 hodin pi 37 C.
Na zaklace tvorby inhibcnch on odlsit kmeny, ktee produkuj bakteriociny (obr. 35).

Obr. 35: Tvorba inhibcnch on u  E. coli produkujcch bakteriociny, ke kteym je indilatorowy
kmen citliyy (archiv autorek)
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Zhodnocen cveen

Daslo k produkci (tzn. tvorke inhibench on) u \sech kmen?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Micenkowa L., Bactericinogeny in pathogenic and commensalEscharichia coli strains. Di-
zertacn pace, MU Brno, 2016.

Micenkowa L., Molekuhrna typiacia bakteriocnov z | ‘'udsk/ch kmenov E. coli. Diplomowa
pace, MU Brno, 2011.

|+ Kontroln oazky

1. Co je pedpokladem vhodreho indikatoroxeho kmene?
2. Ktee typy bakteriocin zrate?
3. Jaky maj bakteriociny wznam pro bakteriizijc ve stewe?

4. Pra je nutre produlcn bakterie usmrtit?



15 Rikaz a izolace rekteych pdnch
mikroorganizm

Cl cveen

Izolace a pmkaz 3 skupin mikroorganizra ( Azotobacter, Clostridium, celulolyticle bakterie) ze
vzorku pdy pomoc selektivnch podmnek kultivace.

Uvodn slovo

Ri hodnocen kvalitativnhoci kvantitativnho zastoupen mikroorganizm v pce zvezujeme cha-
rakteristiku zkoumareho vzorku pdy (rodnost, mnastv humusu, textura, mnastv kyslku,
kyselost pdy, pro | pdy a hloubka odkeru). \esina mikroorganizmzije v hloubce do 10 cm.

V jednom gramu pdy je ptomno rekolik bilion burek. Prolazat je mezeme in situ detekc
(uorescence, nukleotidowe sondy) anebo kultivacre podle rekterych jejich charakteristick/ch me-
tabolickych aktivit: xace dusku, oxidace sry, redukce sram, rozklad maoviny, celubzy atd.
Prepaat pipravery z pdnho extraktu dophuje informaci o morfologii a barvitelnosti burek
astupa spoleenstva.

Mezi bznou pdn mikrooru rale bakterie rodu Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus,
Clostridium, Nocardia, Pseudomonas Serratia, Streptomycesa talerada vhkniych hub ( Asper-
gillus, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus). Nektee mohou byt patogeny rostlin izivaich
(Actinomyces, Clostridium, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas Rhodo-
coccus Streptomyces. V proce se mikroorganizmy vyskytuj v cisych kultuach wjimecre,
vytaej mikrobaln spoleenstva. Za nornalnch podmnek (neutaln pH, nadbytek zivin, do-
statek vody) se v prosted vyskytuje znacry paet mikrobalnch drubr v punerrem mnazstv.

V pdach ucitho charakteru pevazuje ucia skupina bakteri, nap. zamokere pdy pod-
poruj ust anaeroh, termo In bakterie se vyskytuj hlavre v kompostu a v kyseych pdach
pevhdaj vaknie houby. V extemnch podmnlach je ptomno nmere druln a vce jedina jed-

noho odolreho druhu. Dominantn druh se v populaci vyskytuje s vy& hodnotou CFU/g ne
druhy ostatn. Spolecenstvo mikroorganizm je otevery a dynamicky sysem.

Winogradsky vymezil dwe zakladn skupiny bakteri podle kulminujcho pactu jejich astup-
a v avislosti na zdrojch zivin.  Autochtonn bakterie - pirozere organizmy, ktee jsou po
cek ran obdob zastoupeny v relativie vysolem a konstantnm patu nezavisle na mnastv
zivin. Je pro re charakteristicla nzla metabolicla aktivita. Klasi kuj se vesinou jen podle mor-
fologie burek (barvery prepaat), nap. aktinomycety, Agrobacterium, Streptomyces Nocardia.
Zymogenn (alochtonn) bakterie jsou druhy, jejictz ptomnost avis na aktwlre zysere
koncentracizivin nebo dodan zvistnch htek, ktee rychle vycermvaj. Vyznacuj se mohutnou
metabolickou aktivitou a wznamre se podlej na procesech mineralizace pdy, zajst 'uj kolokeh
jednotliwch prvla v biosere, nap. nitri kacn bakterie, celulolyticle, oxidujc sru, myxobakte-
rie, Bacillus, Flavobacterium, Mycobacterium, Pseudomonas

Mikroorganizmy se podl na penerach pdy a modi kuj svoucinnost vreg prosted.
Energie vstupuje do ekosysemu pdy ve forme sluneenho zxenci organickych a anorganickych
slowcenin. Organicle slowceniny jsou oxidovany na CO , respirac nebo jsou fermentowany na redu-
kovare slowceniny. Chemolitotrofn organizmy oxiduj anorganicke slowceniny a gispvaj k syneze
organickych htek autotrofnmi aktivitami. Obecre se jedra o procesy mineralizace (penena or-
ganicky \azareho prvku na anorganickou formu), imobilizace (penena anorganick/ch prvla na
organicle komplexy), oxidace, redukce, xace nebo volatilizace (permena plynre formy na ne-
plynnou a naopak), procesy dekompozice (humikace, mineralizace), cast v kolotehu prvk,
oxidace jedovaych dusitan na duscnany (nitri kecn bakterie), oxidace nedostuprych sul d
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na sulaty ( Thiobacillus), bioremediace, rozklad &ko odbouratelrych htek (nap. pesticidy, ce-
lubza, chitin), produkcerady htek ovlivnujcchuist rostlin, xace dusku symbiotickymi ( Rhizo-
bium) i volre zijcmi (asociativre symbioticke  Agrobacterium, Azotobacter, Clostridium) bakte-
riemi, ravrat dusku do kolokehu v podote amonrych ioni vstebatelrych rostlinami, produkce
sekundarnch metabolii (bakteriociny, antibiotika), suprese mikromycetowch onemocren rostlin
(Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Pseudomonas uorescens.

Pro paci s vybranou skupinou bakteri je nutno mikroorganizmy izolovat a kultivovat
v cisych kultuach. Lze vywt selektivnch nedi. Ri pukazu ptomnosti bakteri xujcch
dusk se vywije bezduskaeho nedia, ktee zwhochuje pro ust druhy schopre tuto molekulu
xovat z ovzdws. Dusku jako biogennho prvku je v atmos&e omezere mnastv. Nektee fo-
totrofn i chemotrofn bakterie (symbioticle i volre zijc) ( Azotobacter, Klebsiella, Rhizobium,
Clostridium pasteurianum) a cyanobakterie (Anabena Nostoc) disponuj enzymem nitrogerazou,
pomoc kteeho dusk xuj z atmosgry. Je to energeticky rara@ry proces (spoteba 15 ATP na
1 molekulu Ny).

Sepen celubzy Ize dolazat charakteristickym ustem na materalech obsahujcch ce-
lubzu jako zdroj uhlku. Ukazatelem urodnosti pdy je ptomnost celulolyticlych bakteri
V intenzivre obcdehvarych pdach se vyskytuj rychle rostouc zastupci rod Cytophaga Cellvib-
rio, Cellfalcicula, Sporocytophaga Ve stedre obcehvarych pdach pak myxobakterie a ve slake
obcehvarych a v kyselch pdach pevadaj mikroskopicle houby. V groce nejrozereg a ve
vock nerozpustry polysacharid celubza je podstatnou souast bureerych sen rostlinrych burek,
je doprowazena hemicelubzami, pektiny, ligninem a tuky. Jestepena z \es@sti aerobre, nee
wak byt i anaerobre zkvasowna. Celubza je mimo bunku hydrolyticky sepera exoenzymem
celubzou na celobbzu, ktea je po transportu dovnit bunky sepena endoenzymem celobazou
na dwe podjednotky glulozy. Rychlost rozkladu celubzy je ovlivirena mnastvm celulolytick/ch
bakteri a ptomnost doprovodrych atek, v ptomnosti ligninu jesepena kre.

Rklady pdnch bakteri

Rod Clostridium

Pleomorfn grampozitivh tyecky, jednotlive, ve dvojicch ci v katkych retzcch. Peritrictaln,

tva owalreci kulae endospory. Obligatre anaerobn, rektee druhy aerotolerantn. Siroky rozsah
teplotnho optima ustu 10{65 C. Nektee druhy xuj plynry dusk a tva toxiny. Vyskytuj se

Vv pae, stacnm kalu, mask/ch sedimentech, rostlinrych zbytcch, v gastrointestiralnm traktu
zivatich acloweka (jcen, steva), v klinickem materalu. Identi kaci naponala rozlsen do t

skupin podle vywan blkovin a sacharid, sacharolyticle, proteolyticle asepc jak blkoviny,

tak i sacharidy. Do rodu Clostridium pat primarn i oportunn patogeny.

C. pasteurianum pat do skupiny psre anaerobnch bakteri maselreho kvasen, toleruje
kyselost a proneenost pdy a ns teploty; tyto vlastnosti spolu s tvorbou spor umanuj jeho
rozen ene ve \sech typech pd (103{105 CFU/qg).

Rod Azotobacter

Gramnegativn ovoidn pleomorfn tycky & koky, jednotlive, ve dvojicch i v nepravidelrych
shlucch. Peritrichaln, aerobn, chemoorganotrofn. Tva cysty a pigmentuj. Dusk xuj nesym-
bioticky ci asociativre symbioticky ( Azotobacter paspalis tavou Paspalum notatum). V rediu
vyzaduj molybdenci vanad. Vyskytuj se v pceci voce.

A. chroococcum je rarary na podmnky vregho prosted. Vyskytuje se v nzk/ch patech
(102-104 CFU/g) v dolre provzduwovare a hnojere pce o neutalnm & slake alkalickem pH
v blzkosti kaenoweho sysemu rostlin. V kyseych pdach dusk ne xuje. Vyaduje ptomnost
cukmn, jednoductych alkohal, fosforu, vapnku, molybdenu, toru, vanadu, zeleza a manganu.
Teplotn optimum jeuzle, mezi 25 a 30 C.
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Seznam pstraj a mikroorganizm

Pomcky a chemilalie

Petriho misky s Ashbyho agarem, pazdre plastowe Petriho misky
MPB s 5% glulozou

Zkumavky, pipety, kicky, kahan, vodn bzen

Steriln parafnow olej

Filtracn papr, ustzky casopisu, novin, buncina

Zemina z vlastnch zdraj (sklenk, lesn pda z lesa, zahrada, pskovse, kwetirec, kompost)

Postup

Izolace astupe rodu Azotobacter

Petriho misky s Ashbyho agarem (selektivh bezduskat medium eliminuje druhy vyzaduijc
ptomnost dusku, nezarwc eliminaci mikroskopickych hub) ackovat gmo drobrymi zrreky
zeminy.

Kultivovat 72 hodin @i 25{30 C, misky neotcet

Hodnocen

Rist azotobaktem se projev slizoviymi koloniemi kolem zrrcek hiny (obr. 36). Kolonie jsou
v prvnch dnech lelawe, saem hrednou. Z misky je ctit charakteristicky zapach pdy. Ri mikro-
skopicle kontrole Ize v prepaatu pozorovat gramnegativn tycky vyskytujc secasto ve dvojicch.
Bunky jsou ohranceny pouzdrem, ktee se nejepe zwrazn negativnm barvenm. V prepaatu
Ize pozorovat klidowa shdia, cysty.

Obr. 36: Izolace astupa rodu Azotobacter na Ashbyho agaru (archiv A. \avrowe)
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Izolace astupe rodu Clostridium

Fipravit pdn extrakt smchanm 10 g zeminy se 100 ml steriln destilovare vody, protepavat
10 minut a ltrovat vrchn@st extraktu ges dvojiy steriln Itrach papr do steriln banky.

Suspenzi (cca 2 ml) pelt do steriln zkumavky a umstit do vodn azre (75{80 C) na
15 minut (pasterizace, usmrcen vegetativnch burek, endospory pezij).

Do horleho sterilnho nedia (MPB 5 % glulozy) pipetovat 1 ml pasterizovareho pdnho
extraktu a ihned pevrstvit 1 ml sterilnho parafnu pro zajsen anaerobnho prosted.

Hodnocen

V ptomnosti klostridi vznika sedlina (obr. 37), plyn a charakteristicky zapach maselreho kvesen.
Fi mikroskopicle kontrole (Gramovo barven) jsou v prepagatu vicet grampozitivn tycky, ppadre
endospory v nativnm prepaatu pi powit fizoveho kontrastu.

Obr. 37: Rtomnost sedliny po vykten anaerobnch endospor rodu  Clostridium (archiv autorek)

Rukaz celulolytickch bakteri

Zeminu nasypat do Petriho misek zhruba do wsky 2/3 misky a dkladre navlictit.

Pinzetou polait jednotlive steriln prowky Itracnho papru, buncie vaty a novin (1cm
mezery) a opet navltit.
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Inkubovat pi pokojowe teplot, zeminu pubezre vikeit. Inkubace probla 3 ydny, hodno-
cen se prowad \zdy po ydnu (obr. 38).

Hodnocen

Po kazcem ydnu pozorovat ppadry rozklad a zneny zabarven (ptomnost skvrnuzrych barev)
zdraj celubzy. Nejintenzivreg rozklad by nel byt u bunciny (cca 50 %), nere pak (30 %)
u ltrecnho papru a nejnere u novinoveho papru vzhledem k inhibujcmu tiskaslemu barvivu
v papru. Nejvce celulolytickch mikroorganizm se vyskytuje v pdach s vysm mnastvm
humusu, mere v pdach p<iych.

Obr. 38: Rozklad wzrych zdraj celubzy celulolytick/mi mikroorganizmy po jednom (A) a tech
(B, C, D) ydnech kultivace (archiv autorek)

Zhodnocen cveen

Podailo se izolovat jednotlive astupce pdnch mikroorganism?

Co wsledek vypovda ourodnosti pdy?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Nemec M., Mazal P., Cvcen z mikrobiologie, Wtebn text V. S. 1989, Brno.

Mollerowa J., Symbioticka xace dusku, Ziva, 2006 (zdroj: http://ziva.avcr.cz/ les/ziva/
pdf/symbioticka- xace-dusiku-bakterie-rhizobium-s-1-a.pdf; 7. 3. 2016)

Enzym nitrogeraza a chemizmus dusku (zdroj: http://chem.rochester.edu/ plhgrp/nitr x.
html; 7. 3. 2016)

Kontroln oazk
ontroln oa \'4
1. Jaky je princip izolace rami zvolerych bakteralnch skupin?

2. Pra v postupu izolace klostridi vykt 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 jalem prosted (ve vztahu ke kyslku) kb endospory klostridi? Jakym zpsobem se
izoluj a jale znaky sledujeme v pgpade pozitivhho ustu?

4. Jmenujte rektee funkce pdnch mikroorganizm.
5. Jmenujte rektee bakteraln rody vyskytujc se bezre v pce.

6. Jale selektivn medium se vyw\a pro izolaci azotobaktera a na zaklace ktee vlastnosti ho
na tomto nediu izolujeme?

7. Potebuj bakterie pro xaci dusku symbozu s rostlinami?

8. Jak se jmenuje enzym, pomoc kteeho bakterie xuj vzdwsry dusk? Funguje aerobre na
misce?

9. Vys\etlete pojem autochtonn/ alochtonn.



16 Winogradslkeho kolona

Cl cveen

Vytvait Winogradsleho kolonu a pozorovat rozcelen jednotliwch vrstev vcase.

Uvodn slovo

Sergei Nikolaievich Winogradsky, rusky mikrobiolog, se \enoval pexazre pdn mikrobiologii. Ob-
jevil bakterie, ktee oxidujzelezo, sru a amoniak a ktee jsou schopny zabudovat CO , do organicle
hmoty. Izoloval anaerobn bakterie xujc dusk a studoval rozklad celubzy.  Winogradslkeho ko-
lona (obr. 39) je forma mikrokosmu, ve kteem mikroorganizmy aziviny interaguj ve vertilalnm
gradientu. Kolona demostruje wzre ulohy mikroorganizm v proce, kdy aktivita jednoho or-
ganizmu umanuje ust jireho a naopak. Kolona je kompletn, sokestecry a recyklacn sysem,
ktey je dophowan pouze swetelnou energi. Produkty kvasen a sul dy stoupaj z redukovarych
on, kyslk pronila do kolony z povrchu. Tm jsou vytvaeny vrstvy podobre jako u sediment
bohaych naziviny. Fotosyntetizujc organizmy zskavaj energii ze s\etla.

Bahno je smchano se sranem sodrym, uhltitanem sodrym a natrharymi novinami (zdroj
celubzy). Do kolony se rasledre gich voda, inkubace probha na s\etle. V kolore zacne probhat
rie reakc, kdy ucie mikroorganizmy vytw specaln mikroklima jako odpowed " na chemicle
gradienty.

Na dre kolony je degradowana celubza (rod Clostridium ). Produkty kvasen jsou pro dab
mikroorganizmy dostupre jako reduktanty a sran je vyw\an jako oxidant. Rod  Desulfovibrio
produkuje sirovodk, ktely stoupa vziaru do oxygenn Dny a vytwa stabiln gradient sirovodku,
ve kteem fototrofn Chlorobium a Chromatium vytwa viditelnou olivowe zelenou a purpurovou
onu. Tyto mikroorganizmy vywvaj sirovodk jako zdroj elektron a CO 2 Z uhlcitanu sodreho
jako zdroj uhlku. Nad touto vrstvou mohou wst purpurowe nesirre bakterie rodu  Rhodospi-
rillum a RhodopseudomonasTito fotoheterotrofowe vywvaj organicky materal jako donory elek-
troon v anaerobnch podmnlach. Kyslk i sirovodk nee kyt ptomen wse v kolore, kde jsou
vyw\any adaptovarymi mikroorganizmy ( Beggiatoa Thiothrix ), ktee vywvaj redukovare sirre
slowceniny. Ve svrchn vrstve mohou byt viditelrerasy (rozsivky) a cyanobakterie.

Kyslk a CO , vyt v kolore koncentracn gradient. Kyslk je ve voce omezere rozpustry
v avislosti na teploe vody, tlaku a rozpiserych solch. Teplota a tlak wrazre ovlinuj mnastv
kyslku, ktee je dostupre pro mikroorganizmy. Ri nisch teploaich nee byt koncentrace kyslku
wrazre vys. Ryche sreen rozpusereho kyslku ve vode nee nastat gi kontaminaci vody
zivinami, ca casto vede kuhynu ryb. Oxid uhlciy sewcastn mnoha chemickych a biologick/ch
proces, nag. ovlivnuje pH vody. Pokud autotrofn mikroorganizmy, jako jsourasy, vywevaj
CO,, pH vody se zvysuje.
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Obr. 39: Winogradsleho kolona, mikrobaln evoluce v lahvi (zdroj: http://www.hhmi.org/
biointeractive/poster-winogradsky-column-microbial-evolution-bottle; upraveno)

Seznam pstraj a mikroorganizm

Pomcky a chemilalie

Bahno a voda zreky

Vejce, ltracn papr

Postup

Izolace astupe rodu Azotobacter

Bahno smchat se zloutkem (Na;S), nadrcenou skaapkou (CaCO3), natrharym Itraanm
paprem (celubza) a vodou.

Snres naplnit alec, dolt vodou a uzavt.

Inkubovat na s\etle pi pokojowe teploe a pozorovat rozcelen 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: Rprava Winogradsleho kolony (A, B), stav na zaatku inkubace (C) a rozcelen vrstev
po rekolika mescch inkubace (D) (archiv autorek)

Zhodnocen cvecen

Daslo k rozcelen vrstev?
Byly jednotlive vrstvy dolre pozorovatelre?

Po jale doke se vrstvy rozcelily?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc

literatue
Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.
V]
S Kontroln oazky

1. Pra se do kolony gichwazloutek a skaapka?
2. Jako zdrojceho se do kolony picawa ltracn papr?
3. Je v pukehu inkubace do kolony nutre pidavatziviny?

4. Jale vrstvy v kolore Ize pozorovat?



17 Pozoroan bakteralnch endospor a je-
jich barven, negativn barven

Cl cveen

Zwrazren burek rodu Bacillus negativnm barvenm (ne xovary prepaat).
Pozorown bakteralnch endospor rodu Bacillus v nativnm prepaatu (Azow kontrast).
Zwrazren pouzder rodu Azotobacter negativnm barvenm (ne xovary prepaat).

Barven spor.

Uvodn slovo

Krone rostoucch a cklcch se vegetativnch burek nactazme u prokaryot i struktury dovolujc
peit nepzniwych podmnek { endospory . Endospory jsou odolra klidowa stdia. V buce
prokaryot je ptomna pouze jedna endospora, ktea obsahuje peptidoglykan zcela odlsreho cha-
rakteru nez peptidoglykan v burecre sere bunky. Makromolekuly jsou v endospae stabilizowany
ptomnost speci clych blkovin, sreenm mnazstv vody a zwsenm obsahu \apnku. \apnk je

v endospae \azan v kyselire dipikolinow, ktea je v proce ptomna pouze uvnit bakteralnch
endospor a zajstuje jej termorezistenci. Endospory jsou dky cetrym obalm wzreho charak-
teru odolre k psoben UV a Aaen, vysoisen, lysozymu, teplotnm zneram, nedostatkuzivin

a psoben mnoha dezinfelcnch prostedl, v etanolu mohou pezvat i rekolik mesa. Endo-
spory jsou prostedkem gen bakteri i na znare vzdalenosti a v uzrem prosted. Tvorba
endospory nen odpowed na vreg prosted, ale gpravou na nepznive podmnky. Endospory

jsou vysoce swetlolomreutvary. Endospory jsou nereproduktivn struktury tvaere maym patem
pewere grampozitivnch bakteri (nag. Bacillus, Clostridum, Thermoactinomyces Desulfotoma-
culum, Sporosarcing Sporolactobacillus Oscillospira).

Klinicky, farmaceuticky a technologicky wznamre jsou termostabiln endospory zejnena
rod Bacillus a Clostridium. Bakteraln endospory jsou wznamrym prostedkem bioterorizmu
(nap. Bacillus anthracis - anthrax). Nektee endospory jsou powany jako biopesticidy (nap. Bt
toxin, blkovina spor Bacillus thuringiensis var. israelensis). Endospory obsahuj na s\em povrchu
proteiny, peptidy ci enzymy, ktee se vywevaj jako specicle sondy nebo maj biokatalytickou
funkci. Modi kovare endospory B. subtilis se powvaj jako vehikula vaken a jirych farmak, nap:.
povrchowe proteiny endospor B. subtilis, ktee obsahuj fragment C tetanowho toxinu; alfa toxin
Clostridium perfrigens powvary pro oaln a nazaln imunizacicloweka i zwat. Endospory jako
transporery farmak dochvaj teplotn stabilitu, exibilitu pro geneticle modi kace a nerakladry
proces ppravy.

Zatmco toxiny sporulujcch drul jsou \esinou termolabiln, jsou inaktivovany jz po
5 minutich pi teploe 60 C, endospory jsou velmi odolre. U druhu Clostridium botulinum spo-
rulujc buinky odohvaj 90 minut teploe 100 C, nesporulujc bunky hynou po 30 minuach i
70 C. Endospory Clostridium tetani (pvodce tetanu) jsou inaktivorany po 20 minuach pi 121
C pi tlaku 0,2 Mpa a po 90 { 180 minutich @i 160 - 200 C sucteho tepla. Endospory jsou
vysoce termorezistentn, pezij & petihodinow var. Pro oveen spavreho pukehu sterilizace se
vywevaj endospory Geobacillus stearothermophilusktee pezij i 120 C & 12 minut.

Sporicidnch atek je malo a jsou rekladre. Rkladem je etylenoxid, -propionlakton, kon-
centrovare louhy a kyseliny, formaldehyd pi prodlowere expozici, kyselina peroctowa, jodowe
prepagaty, chloramin.
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Stavba zraé bakteraln endospory (obr. 41)

Jdro spory tva sporoplast (& protoplast). Stroma endospory gedstavuje gelovou matrix tvae-
nou bakteralnm jaderrym ekvivalentem (nukleoidem), ribozomy, kalcium dipikoliratem (& 10 %
stsiny endospory) nebo pyridin-2,6-dikarboxylovou kyselinou, ktea nahrazuje vodu gi udzown
kvartern struktury gi vazlkach, SASPs (small acid-soluble proteins), ktee jsou pevre s\azany
s nukleovou kyselinou a zabezpecu;j jej kondenzaci a rezistenci wi UV zren a DNA-ntcch che-
mickych htek. Rtomny jsou polyaminy, aminokyseliny a 3-fosfoglyceat. V ade endospory jsou

u rekterch drub ptomny speci cle atky ve forne krystall, toxin. Jdro je obaleno vnitn
lipoproteinovou membmanou, intinou, ktea ban prostupu chemickych htek z prosted. Zbytky
pvodn burere seny matesle bunky slow jako zaklad nowe burere seny pi kken endo-

spory. Kortex, ktely se skadh z vnitn (20 %) a zevna@sti (80 %), zajst  'uje nepropustnost a po de-
hydrataci padra termorezistenci, je nebarvitelry a je tvaen peptidoglykany. Zhruba 20{30 % pepti-
doglykanowch jednotek je shodrych s jednotkami peptidoglykanu burere seny, zbylch 50{60 %
jednotek predstavuje N-acetylmuramovou kyselinu modi kovanou na N -acetylmuramyl{laktam,
dakch 18{20 % kyseliny N -acetylmuramo\e je spojeno s L-alaninem namsto tetrapeptidu. Tyto
modi kace jsou zajst’onany membanowe \azarymi enzymy. Perikortikaln vreg lipoproteinowa
membana pise, extina, se skhda z protein bohaych na cystein, zajst  'uje odolnost k psoben
chemilali. Exosporium nen ptomno u \sech taxon, ucluje bunce odolnost wi chemickym
htlam a enzyrmm.

Obr. 41: Struktura bakteraln endospory (zdroj: https://micro.cornell.edu/research/
epulopiscium/bacterial-endospores; upraveno)

Tvar a umsen endospory (obr. 42) v bunce je wznamry charakteristicky znak, ktey
ponata identi kaci. Nap. druhy  Bacillus anthracis, B. cereus Clostridium botulinum maj \zdy
owlre endospory, druhy Clostridium tetani, Bacillus sphaericus maj kulae enodspory. Hodnot
se, zda a ve kteem mse endospora vyklenuje bunku. Ul@en v bunce nee kyt termiraln (na
konci tyinky, napr.  C. tetani - palcky, Geobacillus stearothermophilug, centaln ( C. histolyticum,
C. novwyi, C. septicum, B. anthracis, B. cereus) nebo negasgji subtermiraln, & paracentaln,
(mezi stedem a wlem bwky, nag. C. botulinum, C. sporogenesB. brevis).


https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-endospores
https://micro.cornell.edu/research/epulopiscium/bacterial-endospores
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Obr. 42: Mare umsen endospory a ppadre vyklenut bunky jako identi keecn znak (zdroj:
http://ttktamop.elte.hu/online-tananyagok/practical _microbiology/ch06s04.html; upraveno)

Neobarvere endospory meeme pozorovat &zoym  (&c spory; & po vzniku kortexu,
ktey uchwa swetlolomnost) a  Nomarsleho kontrastem (plasticky povrch bunky, pouze pokud
spora vyklenuje bunku), jednoductym barvenm (pouze pokud spora vyklenuje bunku).

Ame obarven endospory  je mare @i vzniku prospory (vznik kortexu), ktea je pro
barvivo propustra. Spory spatre pijmaj barvivo i po xaci prepaatu vzhledem k rigidnmu
spatre propustremu kortexu, proto se obarv & kehem varu pomoc koncentrovarych barviv
nebo maidel (podobre nap. acidorezistentn bakterie, ktee se Gramowm barvenm neobarv
vzhledem k obsahu mykolowch kyselin v burecre sere). Rkladem barven endospor je Wirtz-
Conklinova a Schae er-Fultonova metoda. Obarvere endospory se tzko odbarvuj kyselinami
a jirymi slowceninami (nag. alkoholem).

Barvitelnost endospor avis na wvojovem shadiu sporulujc bunky, je podmrena sam
kultury, kvalitouzivre pdy, individialnmi vlastnostmi mikroorganizm, a proto nelze barvcch
metod powvat schematicky. Barvitelnost endospor se zlegs powitm sporulacnch edi s pdav-
kem manganu.

Nativn prepaat pozorovary izowmci Nomarskeho kontrastem umanuje pozoro\an
skutecreho tvaru a struktury burek neporwserych xac a barvenm, dile pozorowan ustu,
mnaen a pohybu bakteri. V diagnosticle praxi na wznam pi studiu swetlolomrych burecrych
utvau, ktee se obire barv (nap. endospory).

Fazoy kontrast vyw\a odlsre s\etlolomnosti astic v pozorovarem objektu. Rzre
struktury bunky majuzre indexy lomu s\etla a vznikajc obraz je wsledkem sla@en obraam vin
s posunutou &z a vin odklorerych od prepaatu. Tmawe endospory se v prepaatu jev jako zAac
objekty.

Sporulace - proces vzniku endospory

Ke studiu sporulace se vywwa zejmrena rodu Bacillus, pedevsm druh B. subtillis. Sporulace
probra i gi dostatkuzivin zejmena ve staciorarn &zi. Bshem sporulace B. subtillis Ize rozlsit
rekolik fiz (obr. 43), ktee |ze charakterizovat morfologicky a na molekulrre biologicleurovni. Za
vznik endospory zodpovda asi 50 gen a cel proces tna purrerre 6{7 hodin. V pukehu vzniku
pepzky je jasre, zda vznikne vegetativh bunka nebo endospora. V ppace vzniku endospory
bunka pectaz od birarnho celen k delen asymetriclemu.

Prospora se utw v tzv. sporogenn ore. Primarre se pepisuj geny, ktee giprav pro-
stor pro endosporu, zvysuje se mnastv volutinu, ktee Ize zjistit barvenm. Dochaz ke zwsen
mnastv enzym, bunka zvysuje spotebu acehtu, a navysuje paet enzyr Krebsova cyklu a hyd-
robz. Na procesu sporulace se podl amyhzy, proteazy, fosfahzy, DNazy. Axalnch lamenta
slow k rozbalen nukleoidu do dlouteho vbikna a replikaci. Vyta se septum, ktee postupre
rozcel bunku na dwe nestejre@sti, je ukorcena replikace bureereho geneticleho materalu, ktey
se rozestoup ppdm bunky. DNA endospory jz nen aktivn. Sporogenn Dna je homogenizovara
a zahwsera. Ma \zdy jinou hustotu ne zbyly obsah bunky. Cytoplazmaticka membana prolife-


http://ttktamop.elte.hu/online-tananyagok/practical_microbiology/ch06s04.html
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ruje kolem oboua@st bunky, u prespory doctaz k zaobalen dvema membanami, intina a extina,
vchlpenm cytoplazmaticle membany. Do prespory se vkadh mnoho \apnku a syntetizuje se
v n kyselina dipikolinowa, vznila prospora. Ubna volutinu. Prospora nen s\etlolomra, nesvt

pi mikroskopii ve Bizovem kontrastu. Proces sporulace je jz nevratry. Tvorba kortexu spory
s odlsrym slaeenm peptidoglykanu od sl@en peptidoglykanu burere seny jerzena chromozo-
mem matasle bunky. Ri vzniku kortexu je obsah volutinu jz minimaln. Ve spae je obsaena
kyselina dipikolinowa, ktea je syntetizosana mataskou bunkou, jej mnastv je regulovano. Kal-
cium dipikolirat je charakteristicka slzka ptomra pouze v endospoeach bakteri. Endospora
je jz swtlolomra, se vznikem kortexu je nepropustra pro barvivo, obarvitelra & pi wstupu
par. Probha syneza dvouvrstevreho pese. U zastupa rodu Bacillus vznila exosporium sl@ere
z 10 protein, polysacharid a lipid. Unilatnost blkovin pst je sledovana chemotaxonomick/mi
metodami. Probla maturace endospory, lyze matesle bunky a uvolren zralch spor. Nasleduje
kryptobioticla fize volre zrak endospory, ktea ve vhodrych podmnlkach nmee a nemus Ktit.

Jej vreg architektura, paet a tvar plst U je druhowe speci cla.

Obr. 43: Obr. 43 Puleh sporulace (zdroj: https://www.quora.com/What-is-microbial-spore; upra-
veno)

Germinace bakteraln endospory

Germinace (kten endospory, obr. 44) zacra sponann aktivac endospory. Doclaz k destabili-
zaci pkse, v laboratornch podmnlach @i psoben teploty 70{85 C po 5{10 minutich, dakmi
aktiwatory jsou mak organicle molekuly. Aktivovara endospora gijna vodu a ztac rezistenci.
Blkovinre stabiliatory jako vnitn souasti se zahaj rozkhdat. Vznike aminokyseliny slow

pro tvorbu nowch protein. Nejprve je ovlivrena proteosyneza (degradacn enzymy). V momeng,
kdy bunka vyt energii, zacra fungovat regulacn apaat chromozomu (ATP = sigral aktivace
chromozomu). Prvnmi funkcnmi enzymy jsou glykozicazy pro metabolizovan kortexu. Nasleduje
rozklad extiny (fosfolipidy, blkovina, polysacharid). Lyticky enzym kortikohydrohza depolyme-
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rizuje kortex pro punik vody. D hodiny po germinaci endospory doctaz k celen vegetativn
bunky. Podle lokalizace kten endospory rozezraxame germinaci termiraln (na plech bunky)

a centaln. Germinaci je mare inhibovat ptomnost aminokyseliny D-Ala, MgCl  , a inhibitorem
proteaz, fenylmetylsulfonyl uoridem.

Obr. 44: Kten endospory Clostridium pectinovorum (Prescott a kol., 1996)

Cysty rodu Azotobacter

Cysty jsou klidowa sadia obklopera ptsem (obr. 45), ktel je chan pred chemickym a fyzikalnm
stresem (nap. vysychan, zen). Cysty rodu  Azotobacter obsahuj alkylresorcinol, algirat, po-
lyhydroxybutyat a polysacharidy. Cysta se skbda z owalre bunky, centalnho tla obklopereho
dvouvrstvou kapsulou. Cysty jsou wi negzniwm podmnkam vce odolre nez vegetativn bunky,

ale nere ne endospory.

Obr. 45: Stavba cysty rodu Azotobacter, jaderra oblast (N, , vreg obaly (CC 1, CC3), exosporium
(Ex) (Prescott a kol., 1996, upraveno)

Bakteraln pouzdra

Polysacharidoe ci blkovinre pouzdro lemuje bakteraln bunku a v prosted ji chan proti vy-
sychan, jedm a nepzniwm faktonm. V zivacsrem ele bakterii maskuje ped imunitn od-
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powed makroorganizmu (maskowan antigenu, s odolnost, faktor virulence). Bakterie, ktee
tva pouzdra, na misce rozezrame podle charakteristicktho mohutre slizovieho vzhledu. Velle
kolonie ene spyvaj na mediu a za kickou se ahnou. Pouzdro je jasre oddelere od prosted,
na rozdl od slizu, ktey je vce rozpylen kolem bunky. Vysole mnastv sacharid v nediu

ci prosted zintenziwnuje tvorbu pouzdra. Schopnost tvorby pouzdra je mare ztratit (mutac),

z pvodn mulozn formy se stna R forma (reverzibiln, drsra) & S forma, ktea jz pouzdro nen
schopna tvait.

Stejre jako endospory jsou i pouzdra omezere barvitelra. Pouzdra se nabarv po povaen
v barvivu. Pro zwrazren pouzdra se vyw\a negativnho barven. Pouzdro je v prepaatu ne-
zbarveno a je wrazre s\ete.
Negativn barven
Negativhm barvenm se obarv okol burek, nikoli bunky samotre. Velikost ani tvar bunky nen

deformovary xac a barvivem. Vyw\a se pro neen pesre velikosti a tvaru bakteraln bunky,
pro stanoven pouzder, kapsul a slia.

Seznam pstraj a mikroorganizm

Pormcky a chemilalie
podlan a kryc skla, bakteriologicla klcka
Itracn papr, steriln destilovara voda

nigrosin, Kongocerven, metylenosa mod, malachitowa zelen

Mikroorganizmy
Bacillus megaterium CCM 2007 { spory kulat, nezduuj bunku, subtermiraln umsen
Bacillus sphaericusCCM 1615 { spory kulat, zduuj bunku, termiraln umsen
Bacillus cereus CCM 2010 { spory owlre, nezduuj bunku, centaln umsen
Bacillus thuringiensis CCM 19 { spory owalre, nezduuj bunku, subtermiraln umsen
Bacillus subtilis CCM 2216 { spory owalre, nezduuj bunku
Paenibacillus polymyxaCCM 1459 { spory owlre, zduuj bunku, centaln umsen

Azotobacter vinelandii CCM 289 (ppadre izoht z pdy)

Postup

Fi fizowem kontrastu jsou v prepaatu zwrazreny endospory, jejich tvar, velikost a umsen.

Pro pozorown endospor je vhodra kultura ucieho s& narosta na mediu podporujc
sporulaci, nap. u rodu Bacillus kultury stae 2-3 dny.



Postup 95

Negativn barven nigrosinem

Asepticky prerest bunky do mag kapky destilovare vody na podlenm sktku, vedle pidat
malou kapku nigrosinu.

Kapky smchat kitkou, rozett jemrym tahem druteho sktka (pilzereho poduhlem 45
po cek plse podlenho skla) a bez oplachowan nechat zaschnout na vzduchu.

Dleit je vytvait tenky Im barviva s dostateere zederymi bunkami.

Pozorovat i zvesen 1000 s imerz.

Hodnocen
V prepagatu jsou viditelre neobarvere bunky nasecem pozad (obr. 46). Porovnat mezi prepaaty

tvar a velikost burek wzrych drubr jednoho bakteralnho rodu. \Wsledek ovliviuje tlowst 'ka
vrstvy barviva (silry ranos nee 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 Kongocerven

Asepticky perest bunky do mak kapky Kongocervere na podl@nm sktku.

Rozett jemrym tahem druteho sktka (pil@ereho poduhlem 45 po cek plse podl@enho
skla) a nechat zaschnout na vzduchu.

Ophchnout 1 % HCI, ihned slt, neoplachovat, ppadre dostsit Itrecnm paprem.

Pozorovat pi zvesen 1000 s imerz.

Negativn barven pouzder nigrosinem u astupg rodu Azotobacter

Do kapky vody na podl@enm sktku perest mak mnazstv burek ze slizovie kolonie,
smchat s kapkou nigrosinu a ikt krycm sktkem.

Zbytek tekutiny odsat a pozorovat pod objektivem 60

Sedawe bwnky jsou obklopeny biymi pouzdry a pozad je tmaw. Nigrosin nabarv bunky
a pozad, nikoli pouzdra, ta jsou takto nebarvitelra.
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Negativn barven pouzder nigrosinem u astupe rodu Azotobacter , do-
barven burek metylenovou mod

Rozmchat kapku nigrosinu s kapkou vody na podl@nm sktku, do suspenze gerest bunky,
rozett po sktku a nechat zaschnout.

Naer pokyt na 3 minuty roztokem metylenowe mode, ophchnout vodou a ostsit.

Pozorovat pgi zvesen 1000 s imerz.

Hodnocen

Mode bunky jsou obklopeny swetymi pouzdry, pozad je tmawe.
Negativn barven pouzder Kongocerven u astupg rodu Azotobacter
dobarven burek metylenovou moda

Do kapky Kongo cervere na podlenm sktku narest kulturu, suspenzi rozett a nechat
zaschnout.

Frevrstvit na rekolik sekund HCI. Kyselinu slt, neoplachovat, dostsit ltrecnm paprem.
Na 3 minuty pevrstvit metylenovou mod, slt, ophchnout vodou a ustsit na vzduchu.

Pozorovat i zvesen 1000 s imerz.

Hodnocen (obr. 47)

Mode bunky a cysty obklopere swetymi pouzdry na tmawem pozad.

Obr. 47: Negativn barven astupa rodu  Azotobacter (archiv autorek)

Re barven pouzder horlym karbolfuchsinem

Wpary karbolfuchsinu jsou jedovat, ve cvcen se neprowad.

Nativn prepaat pro pozoroan endospor u astupe rodu Bacillus
(obr. 48)

Do kapky steriln destilovare vody na podi@nm sktku narest kulturu, rozmchat a pekiyt
krycm sktkem (nepikhdat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, negitlacovat).

Bunky z tekutho nmedia pozorovat pmo v bujonu bezreden v kapce vody.

Ihned pozorovat pi izovem kontrastu (objektiv 60 nebo 100 ), prepaat rychle vysycha.
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Obr. 48: Pouwit fizoveho kontrastu u sporulujcch 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
Zaschy raer burek na podl@nm sktku xovat trojm prot&zenm v plamenu.

Naer gevrstvit malachitovou zelen, zahvat 3-4 do wstupu par po dobu 5 minut,
pukezre dophovat barvivo.

Ophchnout vodou, pevrstvit na 1{3 minuty bez zalnan pro dobarven kontrastnm bar-
vivem (Kongocerven).

Ophchnout vodou, ustsit, pozorovat gi zvesen 1000 s imerz.

Hodnocen

Zelere endospory uvnit cerverych burek, l1ze hodnotit tvar a umsen endospor uvnit burek
i uvolrerych endospor (obr. 49).

Obr. 49: Endospory Bacillus cereus (A) a Paenibacillus alvei (B) obarvere Schae er-Fultonovou
metodou (archiv A. \avrowe)
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Zhodnocen cveen

Byly endospory, pouzdra, cysty a bunky dolre odlsitelre a pozorovatelre?
Byl rozdl ve velikosti pouzdra u izohtu z pdy a sbrkowe kultury?
Byly endospory u wzrych kultur umsere stejre?

Mely endospory stejry tvar a velikost?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

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 zahrnuych do procesu sporulace (zdroj: . 3. 2016).

Kontroln oazky

=

. Kteroua@st prepaatu barvme pi negativnm barven?

2. Jak je mano v prepaatu zwraznit pouzdra?

w

. Kcemu slow prepaat barvery Schae er-Fultonovou metodou, jala barviva a kcemu se i
eto metock powevaj?

. Kolik je v bakteraln bunce ptomno endospor a jak je meeme pozorovat?

. Kde v bunce mohou kyt endospory umseny?

. Lze endospory pozorovat pod fizowm kontrastem? Pokud ano, jak se v prepaatu jev?
. Co je germinace?

Zvestnosti endospory (paet, umsen, tvar, slaen).

© ® N o o N

Jmenujte 2 rody sporulujcch bakteri.

10. Jale whody poskytuje negativre barvery a nativn prepaat pro pozorovan morfologie
bakteralnch burek?

11. Jakymi mikroskopickymi technikami se pozoruj endospory?
12. Kcemu slow posouzenuzreho tvaru a umsen endospor uuzrych drul rodu Bacillus?
13. Pra je barven spor problematicle?

14. Jsou negativnhm barvenm obarveny bunky?


http://www.uniprot.org/uniprot/?query=sporulation&sort=score#;.8

18 2kladn mikrobiologiclky rozbor vody

Cl cveen

Stanovit celkow paet psychro Inch a mezo Inch bakteri na univeralnm nediu a indilatorowe
skupiny bakteri na selektivre diagnostick/ch nedich ze vzorku pitre (studna, kohoutkowa voda)
nebo povrchow (rybnk,reka, pehrada, atd.) vody.

Uvodn slovo

Voda je jednm z pirozerych stanovst ' bakteri. Jejich mnastv a druhowe zastoupen zavis na
zdrojch uhlku a dusku a na ptomnosti kyslku. Mnastv mikroorganizra zavis na vlastnostech
prosted (hloubka, ptomnostzivaich a rostlin, proud vody, pH, teplota, vzdilenost od brehu,
atd.).

Mezi typicle vodn bakterie (autochtonn vodn bakterie) pat nag.  Chromobacterium,
Flavobacterium, Sphaerotilus Leptothrix a Spirillum.

Pokud je ve vock velle mnastv organicle hmoty, vce se vyskytuj anaerobn nebo fakul-
tativre anaerobn bakterie (nap. Clostridium).

Splavoxanm pdy se do vody navc dostvaj aerobn  pdn bakterie , hap. Micrococcus,
Streptomycesa koryneformn bakterie Corynebacterium, Brevibacterium. Vzhledem k mohutremu
enzymaticlemu sysemu je jejich wskyt limitovan koncentraczivin.

Katkodole se ve voce mohou vyskytovat procloveka avareg bakteraln kontaminanty,
pedewsm astupci termotolerantnch (fekalnch) koliformnch bakteri a intestiralinch enterokola
a rektee druhy rodu Clostridium. Za uciych podmnek neeme izolovat i patogenn bakterie
(nap. Salmonella typhi), ale voda pro re nen vhodrym stanovsem, pezvaj jen omezere.

Cyanobakterie maj gramnegativn typ burecre seny a bere se vyskytuj ve vode, pce
ale i na powstch a v polarnch oblastech. Maj schopnost fotosynezy, bunky obsahuj chlorofyl
v tylakoidech a fykobilizomy (ostatn bakterie schopre fotosynezy obsahuj bakteriochlorofyl). Od
ostatnch prokaryot se odlsuj ptomnost vregho obalu z polysacharidci polypeptid (glyko-
kalyx), plynrych mectyld a ptomnost enzymu RUBISCO v karboxyzomech. Dab zvéstnost
jsou diferencovare bunky: heterocysty ( xace N »), akinety (klidowa sadia), baeocyty (reprodulcn
funkce). Pro masivn rozvoj ve voce potebuj fosfor, vys teploty, ucie pH a dostatekzivin. Mo-
hou do prosted uvohovat cyanotoxiny a zpsobovat tzv. vodn kwet. Vybran astupci: Spirulina,
Nostoc, Anabaena Chroococcus Cyanobacterium, Microcystis.

Speci cle prosted pro mikroorganizmy jsou mae a oceany. Mikroorganizmy jsou souast
planktonu awcastn se kolokehu prvl, mus byt tolerantn k soli, teplot i tlaku, nap. Shewanella
Vibrio, Marinobacter, Colwellia, Thiomargarita namibiensis. V hlubokomask/ch pkopech se
vyskytuj extremo In mikroorganizmy (teplota, tlak), pedevsm z dorneny Archaea.

Rutinn mikrobiologicky rozbor vody je slazkou komplexnho posouzen kvality vody a jeho
proveden a vyhodnocen serd satn normou. Ri rozboru vody nelze pro materalovou acasovou
raracnost stanovit \vsechny ptomre mikroorganizmy \cetre patogennch. Proto se pro zjsen
wskytu z hygienicleho hlediska zavadrych bakteri vyw\a stanoven tzv. indilatoroych
skupin bakteri , ktee maj stejry ekologicky charakter a Ize je rychle a jednodise stanovit.
Stanoven indikatorowch skupin (koliformn bakterie, felaln koliformn bakterie, enterokoky, me-
zo In bakterie, psychro In bakterie, bezbarv bckovci a dak mrtve azive organizmy) napov,
jale skupiny mikrob voda obsahuje. Pitra voda nesm obsahovat termotolerantn (felaln) koli-
formn bakterie a intestiraln enterokoky. Termotolerantn koliformn, fermentujc stevn bakterie
jsou dkazem felalnho znecgen vody, ca mze znamenat i ptomnost patogen. Na selektivnch
medich pro stanoven indikatau se test na vyw\an substat projev uciym zbarvenm kolonie.
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Indikatorova hodnota intestiralnch enterokol a felalnch koliformnch bakteri nen a nenee
byt jednoznecre, je diskutovana, zatm sak nebyly jako zkladn organizmy hygienicleho hlediska
uspokojive nahrazeny.

Endo agar je selektivre diagnosticle medium s bazickym fuchsinem, ktey eliminuje ust
grampozitivnch bakteri, a s lakbzou jako zdrojem uhlku.  Sepen lakbzy je typicle pro fermen-
tujc koliformn bakterie. Indikatorem prokehk biochemicle reakce sepen substatu lakbzy je
Schi ovo reagens, ktee indikuje acetaldehydy. Na Endowe pce roste \ekina nerarccrych gramne-
gativnch aerobnch a fakultativre anaerobnch bakteri. Ri hodnocen se pactaj kolonie lakbza
pozitivnch bakteri, ktee rostou v tmavorud/ch kolonich (medium zervera), Escherichia coli
\esinou i s kovowe zlaym leskem. Lakbzu nesepc druhy rostou v wowch & puhledrych
kolonich a do wpatu se nezahrnuj. Kultivace probha pi 37 C.

Slanetz-Bartley agar se vyw\a pro stanoven enterokok. Medium obsahuje trifenyl-
tetrazolium chlorid, ktely enterokoky redukuj nacervery formazan, kolonie s tmawe rud/m pig-
mentem. Azid sodry slow jako selektivncinidlo pro potlecen ustu gramnegativnch bakteri.
Doporwcuje se kultivace gi 44 C, protae pi 37 C mohou na nediu vyust i streptokoky. Dak
kon rman testy pro odlsen od ostatnch streptokold je nap. vywit antibiotik. Ri hodnocen
se pactajcervere kolonie nebo kolonie scerverym stedem a wowmi okraji; be a bezbane
kolonieci makcervere kolonie (mers ne 2 mm) se nepcta;.

Agar mF C obsahuje lakbzu. Selektivncinidlo pro grampozitivn organizmy jsouzlicowe
soli. Medium obsahuje anilnovou mod, ktea kolonie zbarv do modra. Ai hodnocen se nepcctaj
s\etle izowe asece kolonie. Kultivace probta @i 44 C.

TYEA agar obsahuje trypton, kvasncry extrakt a agar. Je to univeraln pda (nese-
lektivn nedium), ktea slow pro stanoven celkoveho patu mikroorganizm (obecre znecgsen
vody). Ri hodnocen se pcataj wsechny narosté typy koloni schopre ust za ucit teploty.
Kultivace probha pi 22 C pro psychroIn a gi 37 C pro mezo In mikroorganizmy.

Psychro In mikroorganizmy jsou bakterie s optimemustu okolo 20 C, ktee indikuj
ptomnost organickych atek rychle rozlaitelrych bakteriemi pi nzkych teplotich. Jejich stano-
ven se prowad u pitrych vod, u povrchowch vod gedewsm v ppac vywit zdroje kuprawe
na vodu pitnou. Pouze jejich velmi vysoky paet znamera gptomnost mnoha organick/ch htek
ve vock. Psychro In bakterie jsou prirozerymi autochtony vod.

Mezo In bakterie jsou bakterie s optimem ustu okolo 37 C, ktee indikuj znecsen
mikroorou teplokrevrychzivaich acloweka, \cetre marych patogennch mikrob. Ve voce je
povolen pouze jejich nzky pcet.

Jako koliformn bakterie se oznauj rektee druhy gramnegativnch bakteri z celedi
Enterobacteriaceag ktee pi Kkultivaci na selektivre-diagnostickych pdach rozkhdaj lakbzu
kehem 24{48 hodin. Typicky a kere romery astupce je druh Escherichia colizijc peware
v tavicm traktu teplokrevrych zivaich \cetre cloeka. Je indikatorem felalnho znecsen se
schopnost ustu i pi teploach 42{44 C. Krone E. coli pat ke koliformnm termotolerantnm
bakterim i druhy rod  Enterobacter, Citrobacter a Klebsiella, ktee se krome tavicho traktu mo-
hou vyskytovat i v jirych prostedch. Pro kultivaci koliformnch bakteri se pow\aradazivrych
nmedi, \esinou s obsahem lakbzy. ARtomnost termotolerantnch koliformnch bakteri ve voce je
marym dkazem znecsen felaliemi, tedy i ppadreho znecsen stevnmi patogennmi bak-
teriemi (Salmonellg enterotoxigenn Escherichia coli). V gpacde, ze je podezen na gtomnost
patogen, je poteba romit akladn rozbor o jejich stanoven.

Stanoven termotolerantnch felalnch koliformnch bakteri provedenm tzv. tep-
lotnho testu potvrd cerste felaln znesen . Odls bakterie poctazejc ze stasho znecsen,
ktee jsou jz souast heterotrofnho spolecenstva dare lokality. Test se prowad pi teploe 44 C

na mFC nediu.

Enterokoky (nap. E. faecalis, E. faecium, E. gallinarium, E. avium) jsou skupina fakulta-
tivre anaerobnch grampozitivnch kold, ktea se vyskytuje v tavicm traktucloveka azivaich,
ale i bezre v prosted. Enterokoky, na rozdl od ostatnch streptokolt, rostou za ptomnosti
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chloridu sodreho (6,5%), pi msadiem pH 9,6 a v rozmez 10{45 C. Vyznauj se relativre vys
termorezistenc a odolnost wi dabm fyzikalnm a chemickym vlium okolnho prosted. Pouze
intestiraln enterokoky ( E. faecalis, E. faecium) jsou povazowany za wznamry indikatorcerstveho
felalnho znecsen, predevsm ve vodach pitrych, upravovarych dezinfeke.

Pravidla odkeru vzorku ped jeho kultivac - mikrobiologicle rozbory

Nadoby na vzorky mus kyt z puhledreho a nezabarvereho materalu (sklo, polyetylen, polypro-
pylen). Nadoby na vzorky mus kyt sterilizowany v autokbavu gi 121 C po dobu nejnere 15 minut
(sklo, polypropylen), projt suchou sterilizac pi 160 C a& 170 C po dobu nejrere 1 hodiny (sklo)
nebo mus kyt deklarovare jako steriln pmo od wrobce. Ri odteru vzorku mus kyt dodeena
asepticla pace. Vzorky je nutno chanit lehem cek pepravy ped vystavenm swetlu, zejmena
premu slunenmu zen. Vzorek je teba & do pjezdu do laboratae uchowavat v chladicm

boxu nebo chladntcce (podle klimatick/ch podmnek) pi teploe okolo 4  C. Potna-li peprava do
laboratae ctle ne 4 hodiny, je nutra peprava v chladntcce. Doba mezi odkerem vzorku a pro-
vedenm rozboru mus tyt co nejkras, idealre do 24 hodin gi uchown vzorku v temnu i
teploe 4 C 3 C. Dojde-li k prodlen mezi odkerem vzorle a provedenm rozboru, uprav se
nanmgera koncentrace bakteri podle zranych vzora rozkladu, aby byla stanovena koncentrace
bakteri v okanziku odteru.

Pitra voda

Problematiku pitrych vodres vyhéska 252/2004 Sb. Posouzen kvality pitre vody se prowad
rozbory 2 typ. Ri kacerem rozboru jsou nmeeny pouze rektee chemicle a mikrobiologicle
parametry. \&sinou je vyzadowan pslisrymuadem u kolaudac studen soukromnych osob. V lo-
kaliach, kde se nachaz nag. uran, arsen, antimon a dak prvky, jejictz kvalitu je poteba rovrez
sledovat, je rozbor nutno rozit i o geologicle souvislosti. Majitek studn by si neli pravidelre
nectavat provackt laboratorn rozbory pitre vody, ktee provackj zdravotnustavy i rektee akre-
ditovare soukrone rmy. Zkacery rozbor, ktey pijde adowe asi na 1500 - 3000 Kc, obsahuje
vyseten na mikroby, barvu, zakal, chemickou spotebu kyslku a velice omezere mnastv che-
mickych htek. Zkoumaj se atky obsahujc dusk, tj. dustnany, dusitany a amoniak. Kompletn
rozbor vody, ktey je meen dle cekho rozsahu vyhbsky 252/2004 Sb. je pa@adown zdravotnmi
ustavy u provozovatel vaejrych vodovod, u podnil vaejreho stravovan, hoteal atd. s vlastnm
zdrojem pitre vody. Cetnost rozban urcuje pslwsry zdravotnustav. Od roku 2004 se \sechna
data z neen vodovod a tale z bazn, veejrych koupalst " apod. zaslaj do datataze pitrych
vod tzv. PiVo Ministerstva zdravotnictv CR.

Povrchowa voda

Sledowan kvality vod ve vodnch tocch a radezch spravuj jednotliva povod - Povod Labe, VI-
tavy, Odry, Olre a Moravy. Dak neen prowad Cesly hydrometeorologicky ustav, Wzkumry
ustav vodohospodrsky TGM a Satn melioran spava. Jakost vod se wznamre zlesila pedevsm
dky wstavle nowch cistren odpadnch vod, omezenm powan hnojiv v zenecklstv a ome-
zoanm pumyslowch wrob. Probemem mstwa mikrobaln znecsen, ktee pochaz pedevsm
z komuralnch zdraj znecsen. Naust pactu bakteri zpsobery vypowsenm komuralnch od-
padnch vod je pecinou, pra velle vodn toky vesinou nejsou vhodre ke koupan. Mikrobiologicle
parametry nejsou i rozborech odpadnch vod platnou legislativou vyzadovany (Nazen vady
61/2003). Samotre sledown vzniklou situaci haes a manost, jak srrit stupen mikrobalnho
znecsen odpadnch vod je jejich dezinfekce, ktea je problematicla z hlediska technologi a tale
narcre rarcra.
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Odpadn vody

Velmi obecre Izerci,ze odpadn vody jsou vody, ktee maj po poueit znerenou jakost. U pumy-
slowch odpadnch vod jsou cany emisn limity pro jejich vypowsen, hodnoty purrerre a hodnoty
maximaln, tj. nepgekraitelre hodnoty, ktee stanovuje vodopavnuad. Analza odpadnch vod
je prowacena v akreditovarych laboratach periodicky na aklade rozhodnut gslsreho uadu.
Pro rektee typy odpadnch vod bna nazen i tzv. 2hodinow, nebo i 24hodinow odker, aby se
zajistila purrerra hodnota nencch se paramets v echto vodach.

Seznam pstraj a mikroorganizm

TYEA (trypton, yeast extract, agar)
Slanetz-Bartley (SB) agar, Endo agar, mFC agar
Fyziologicky roztok, pipety, hokejky, zkumavky
Vzorek vody (pitra/povrchowa voda)

Postup

Pitra voda { necelaxame znecgen, polwevat neeckry vzorek areen 10 1.
Povrchoa voda { cekavame znecsen, powvat  reén 10 ' a 10 2.
V protokolu zdy uvest zdroj vody!
Kadereden akovat na min. 2 misky pro vytvaen aritmetickeho puneru (obr. 50).

Postup ve cvten vyctaz z normy CSN 830521; v dnesn dote je sak platry postup dle
Vyhésky c. 252/2004 Sb. (modi kace powiych nedi k achytu darych bakteralnch drub;
upravera media pro jire indikatorove skupiny bakteri po ltraci vody).

Obecre znesen

Vzorek vody naedit na koncentraci 10 !, ppadre 10 2 dle typu vzorku (0,5 ml vzorku do
4,5 ml fyziologicleho roztoku).

Vzorek dolre promchat a 1 ml kacthoreden pipetovat do sterilnch Petriho misek.
Frelt zhruba 15 ml temperovareho TYEA nedia.
Kultivace probha pi 22 (psychro lowe) a 37 C (mezo low).

Celkem je poteba 8 misek pro jeden vzorek (2recen po 2 miskach a teploty kultivace 22
a 37 C).

Stanoven indilatar pomoc selektivre diagnostickch nedi

Vzorek vody naedit na koncentraci 10 1, ppadre 10 2 dle typu vzorku (0,5 ml vzorku do
4,5 ml fyziologicleho roztoku).

Vzorek dobre promchat a 0,1 ml vzorku kadeho recen pipetovat na pipravere agary
v Petriho miskach (SB, ENDO a mFC agar) a rozett bakteriologickou L-klckou.

Kultivace probra pi 37 (ENDO agar) a gi 44 C (SB a mFC agar).
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Ri stanoven enterokold z pitre vody (SB agar) je mare koncentrovat vzorek pomoc
Itrace vzorku ged kultivac.

Obr. 50: Paet misek pro 1 vzorek pi rozboru vody ¢eden jsou uvedena pro pitnou vodu) (archiv
autorek)

Zhodnocen cveen

Na TYEA agaru patat wechny typy narostich koloni (obr. 51).

Obr. 51: Rist bakteri na TYEA agaru (archiv autorek)
Na Endo agaru (obr. 52) pcatat kovowe leske kolonie E. coli, tmawe cervere kolonie

ostatnch koliformnch bakteri. Reowe ci puhledre kolonie znac lakbza negativn bakteraln
izohty, nepctaj se.

Obr. 52: Rst bakteri na Endo agaru (archiv autorek)
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Na SB agaru (obr. 53) patat temre cervere kolonie ci kolonie s cerverym stedem
atzowm okrajem = presumptivn intestiraln enterokoky.

Obr. 53: Rist presumptivnch enterokol na SB agaru (archiv autorek)

Na mFC agaru (obr. 54) pactat alove & tmavomode lakbza pozitivn kolonie (pre-
sumptivn intestiraln enterokoky), nepatat s\etle wowe aseck kolonie.

Obr. 54: Rist bakteri na mFC agaru (archiv autorek)

Pro posouzen wsledk je nutre wsledky pepatat na CFU/ml v pvodnm vzorku.
K hodnocen vybrat dvojici misek vhodrehoreden (misky se zhruba 20 - 200 koloniemi) a spcctat
pcaet koloni. Kolonie patat ze dna misky a oznait xou na sklo teckou. Ze zskarych hodnot
vypctat purrer,cslo vyrasobit kladnou hodnotourecden. V gpack naresen 0,1 ml vzorku na
misku (selektivn media) navc hodnotou 10 (pepcaet na 1 ml). \Wsledky porovnat s tabulkami
hodnot pro rozbor vody Vyhkskyc. 252/2004 Sb. (obr. 55).
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Obr. 55: Whker paadavle na mikrobiologickou a biologickou anayzu pitre a povrchowe vody
(Vyhskac. 252/2004 Sb.)
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Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Baudsowa D., Spavnost a pesnost wsledl pi mikrobiologick/ch anayzach vody, V uv,
1998 (zdroj: http://www.mzp.cz/ris/ais-ris-info-copy.nsf/4d735 9c7e64b58c12569e7001a2d9c/
3e5d5bba30e14c0a8025680e003396c6?0OpenDocument; 13. 3. 2016)

Centrum pro cyanobakterie a jejich toxiny, www.sinice.cz (13. 3. 2016)

Fykologicla laborata Rrodowedecle fakulty Jihaesle univerzity, www.sinicearasy.cz
(13. 3. 2016)

Kvalita pitre vody, http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/kvalita.htm (13. 3. 2016)
Vyhéskac. 252/2004 Sb. (zdroj: http://sweb.cz/Hlavaty.Vaclav/vyhl.htm, 13. 3. 2016)

% Kontroln otizky

—

1.
2.

0 N o O

Jale mohou kyt zdroje nepesnost gi mikrobiologiclem rozboru vody?

Jak se Is postup pi @akladnm mikrobiologiclem rozboru vody povrchowe a pitre?

. Jaky je postup stanoven celkoweho patu psychro Inch a mezo Inch bakteri ve vzorku

vody pitre nebo povrchowe?

. Jala selektivre diagnosticla nmedia meeme pouet gi akladnm mikrobiologiclem rozboru

vody? Patime na nich wsechny kolonie?

. Jala je bakteraln indilatorowa skupina pro zkladn mikrobiologicky rozbor vody?
. Vywan jaleho cukru se sleduje na Endowe agaru?
. Pataj se na selektivre diagnostickch medich sechny bakteraln kolonie?

. Jmenujte alespm 4 druhy bakteri girozere osdlujc 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
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Cl cveen

Identi kace nezrarmeho izohtu pomoc fenotypowch viastnost.

Wher vhodreho kmene pro identi kaci pomoc ENTEROtestu 16.

Uvodn slovo

Zakladnm pedpokladem spiavre identi kace je pace scistou kulturou a jej akladn kultivace
pro pomnaen vzorku. U rekteych vzorl kultivace na diagnostick/ch pdach napovda, o kterou
taxonomickou skupinu se jedra.

Identi kace nezranych vzorl bakteri spawa krok za krokem v hodnocen jejich morfo-
logie (makroskopicle a mikroskopicle znaky, charakter ustu koloni, identi kecn barven { Gra-
movo, acidorezistentn, tvorba endospor, tvorba pouzdra aj.), fyziologickkch  (vztah ke kyslku,
teplota ustu, rezistence a tolerance k NaCl,zlicowm solm, antibiotikm, typ metabolizmu aj.)

a biochemiclych vlastnost (zdroje uhlku, redukce nitat, tvorba indolu aj.). Pokud tyto testy
nevedou kuspesre identi kaci, powij se dophujc testy, nap. serotypizace, fagotypizace, imuno-
chemicle reakce, chemicla analza burere seny, produkce toxinu, punkaz speci ckych antigen,
aglutinace nebo genotypizace - PCR reakce, sekvenace 16S rRNA, ribotypizace, hybridizace aj.

Testy je mano ctlit na rekolik skupin: sktkowe (KOH test, katahzow test), zkumav-
kowe (OF test, TSI test), paprkowe (ONPG test, oxichzow test), mikrotesty (ENTEROtest).
Desttkowe mikrotesty oproti zkumavkowm (jeden test = jedna zkumavka)set materal, energii,
cas, prostor a jsou snadno proveditelre. Souprava zpravidla obsahuje reprezentativh soubor 10
& 20 biochemickych teal. Mikrotesty porrahaj odstranovat nesrovnalosti dare individialnmi
rozdly v pprawe medi, proveden i hodnocen. K hodnocen se powevaj diagnosticle tabulky
a patacowe programy. Testy maj dostatecre dlouhou skladovac dobu. Pro identi kaci se u ras
casto vywvaj Mikro-LA-Testy (Erba-Lachema); pro identi kaci gramnegativnch fermentujcch
tywcek gceled’ Enterobacteriacead se vywa ENTEROtest a ENTERO Rapid, pro identi kaci
anaerobh ANAEROtest 23, pro stafylokoky a mikrokoky STAPHYtest 24, pro rozlsen strep-
tokold a enterokolh STREPTOtest 24, pro identi kaci gramnegativnch nefermentujcch tycek
NEFERMtest 24N.

Rklad identi kace nezraneho vzorku

1. KOH test { odlsen grampozitivhch a gramnegativnch burek

2. Kultivace na MPA a krevnm agaru, porovran vzhledu koloni auzre teploty kultivace
3. Gramovo barven, mikroskopie

4. U grampozitivnch burek se hodnot tvar burek a dak vlastnosti

(&) teky { po barven endospor { sporulujc (dle vzhledu ucme rod Bacillus), nesporu-
lujc ( Lactobacillus)

(b) koky { dle morfologie shluk, hrozrck ( Staphylococcu$ dvoijic,ctveic (- Micrococcus),
batk, sarcin ( Sporosarcina),retzla (streptokoky).
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(c) katahzow test { pozitivh nap. u rodu  Staphylococcus

5. U gramnegativnch burek se hodnot tvar burek (gramnegativn koky jsou nere casek,
\esinou jde o patogeny) a dak vlastnosti

(a) OF test - bakterie fermentujc (fakultativre anaerobn metabolizmus, nap. enterobak-
terie); bakterie s respiratornm metabolizmem (nap. pseudomorady).

(b) Oxidazow test slowr k odlsen bakteri s respiratornm a fermentatornm metabo-
lizmem.

Celed Enterobacteriaceae je klinicky nejdlezieg paetra celed " (cca 150 drul) gram-
negativnch tcinek (1{6 m dlouke a 0,3{1 msirole), kter je dlezitr i pro neklinicla odwet
mikrobiologie. Enterobakterie netva endospory ani cysty; jsou to nepohyblive nebo peritrichaln,
nerarcre chemoautotrofn bakterie. Rostou v rozmez 18{40 C s optimem @i 37 C. Celed
zahrnuje fakultativre anaerobn druhy, \esinazije v prosted a dalecasto v tavicm traktu ob-
ratlova jako kzra souast mikroory. \&sina astupa je nepatogennch, rektee druhy jsou sak
avarymi pvodci onemocren. Mezi nejavareg patogeny zpsobujc celkow infekce pat Yer-
sinia pestis, tzv. antropopatogenn serovary salmonel (serovary Typhi, Paratyphi A, Paratyphi B
a Paratyphi C) a rektee kmeny Escherichia coli. Protaze se stevn enterobakterie spolu s wkaly
dostwvaj do vregho prosted, jejich ptomnost (hap. ve voce) ukazuje na felaln znecisen.

Rody se navajem rozlsuj podle acidi kace cukm a cukerrych alkohal, redukce nitat, tvorby
sulfanu, hydroyzy maoviny, KCN-testu, glycerolowho testu, tvorby indolu, testu na pohyblivost
aj.. Diagnosticlka media specalre pro enterobakterie jsou nap. Endv a MacConkey agar, deso-
xychoht-citatow agar, Salmonella-Shigella agar, agar s briliantovou zelen, Simmons-citat agar.
Jsou oxidaza negativn (krome rodu Plesiomonas), tva katabzu, \zdysep glulozu a redukuj
nitaty.

Testy pouwie ve cveen

KOH test slow k rychemu odlsen grampozitivnch a gramnegativnch bakteri. Hydroxid dra-
selry nars tenkou peptidoglykanovou vrstvu burecre seny u gramnegativnch bakteri. Burecry
lyat tva vislozn suspenzi, ktea se hne za kickou. Nelze poiet u bakteri tvacch sliz.

Katahza je enzym rozkhdajc peroxid vodku na volry kyslk a vodu. Nektee bakterie
jsou schopny redukovat kyslk na peroxid vodku, ktey je pro bunky toxicky. Obranry mechani-
zmus sniujc toto peskozen spa\a v rozkladu peroxidu vodku na vodu a kyslk.

Pro OF test, test na oxidaci/fermentaci (aerobn/anaerobn metabolizmus), se powz\a
nedium s glulozou a acidobazick/m indikatorem bromthymolovou mod. Ristpen glulozy
dochaz ke vzniku kyselin a vznilazlue zbaven (pozitivn reakce), v zasadiem prosted indilator
modea alkalizac a @i neutaln reakci je barva nedia zelera. Medium ve 2 zkumaviach (bez
para nu pro aerobn podmnky, s paranem pro zajsen anaerobnch podmnek) je akowano
vpichem, ve sloupci je m@no odecst i pohyb bakteri.

Pozitivn oxidaci i fermentaci glulozy (oke zkumavky zlue) maj fakultativre anaerobn
mikroorganizmy. Pozitivnh oxidac a zaroven negativh fermentac glulozy se vyznauj aerobn
nefermentujc druhy, nap. Pseudomonas Negativn oxidaci i fermentaci glulozy maj druhy,
ktee glulozu nefermentuj a ani aerobre nesep. Gluloza vstupuje do bunky a je dale kataboli-
zowana. Nektee mikroorganizmy katabolizuj glulozu oxidativre za tvorby oxidu uhlcieho a vody.
\esina sak katabolizuje glulozu fermentativre bez pouit kyslku, rekdy i v ptomnosti kyslku.
Mikroorganizmy jsou schopny krome glulozy fermentovat das monosacharidy, disacharidyci po-
lysacharidy. Koncowmi produkty fermentace jsou mae organicle molekuly, obvykle organicle
kyseliny (nap. kyselina mé&ra). Nektee mikroorganizmy vytwaej pi fermentaci plyny (vodk,
oxid uhlcity). Tvorba kyseliny a plynu se testuje pomoc fermentacn zkumavky. Pro zkvesowan
culu plat rasledujc pravidla: pokud kultura nekvas glulozu, nekvas ani jiry cukr.
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TSI test (tripple-sugar iron ) slow pro stanoven vyuwit lakbzy, glulozy, sachaozy
a produkci H,S pomoc indikatoruzeleza podle Hajnyci jirych plyn. Jako indilkator okyselowan
cukm se vyw\a acidobazicka bromkrezolowacerven, indikator produkce H 2S jezelezo. Nektee
bakterie uvohuj sirovodk z aminokyselin obsahujcch sru. Nektee enterobakterie tva siro-
vodk redukc kyslkaych sirrych slowenin. Produkce sirovodku je detekovana pomoc sranu
zeleznatho (vyha secerry, nerozpustry sul dzeleznay). Ri produkci plynu kvasenm glulozy
dole ve zkumavce vznikaj bubliny. Medium je akowno vpichem a po sikme @asti agaru tzv.
Fadkem. Vyurit glulozy jako zdroje uhlku a energie se posuzuje ve sloupci, vywit lakbzy a sa-
chaozy vsikneasti agaru.

Oxiczoy test identi kuje organizmy, ktee vytaej enzym cytochrom c oxidazu (po-
sledn enzym d/chacho reezce) wcastnc se penosu elektron v elektronovem transportnm
reezci aerobnch bakteri na kyslk. Oxicazowe cinidlo obsahuje chromogenn oxidacre-redulcn
cinidlo, ktee oxidac nen barvu do mode & tmawe alowe. Test se pow\a k diferenciaci druby
rodu Pseudomonas Alcaligenes Flavobacterium. Oxidaza pozitivn jsou nap. Pseudomonas ae-
ruginosa, P. putida, P. uorescens, Plesiomonasatd.

ONPG test slow k dkazu produkce -galaktozidhzy, kteasep lakbzu. K proveden
testu je powan bezbarw o-nitrofenyl- -D-galaktopyranozid, ktey je v pozitivnm ppace hyd-
rolyzowan nazluy ortho-nitrofenol.

ENTEROtest 16 se vywwa pro identi kaci fermentujcch (pozitivn test fermentace,
negativn oxichzow test) astupaceledi Enterobacteriaceae izolovarych nag. na Endowe agaru.
Jedra se o komecn sysem 16 jamkowch teat ve 2iadcch. Na jedre destcce je m@no zpra-
covavat 6 kmen. Test je doplren paprkowm testem pro ptomnost oxidazy. Potvrzenceledi se
prowad testem na fermentaci glulozy. Pro odlsen odceledi Vibrionaceae se prowad oxichzowy
test, vibriaci aeromorady jsou oxidcaza pozitivn.

Negaseg einy nauspesre identi kace jsou kontaminace vzorku, jira hustota nebo objem
suspenze, kapnut inokula do sousednrady nebocinidla do jireho sloupce, druh nebo atypicky
kmen, jeh@udaje nejsou uvedeny v tabulce.

Testy v jamlach: produkce sirovodku (H ,S), dekarboxylace lysinu (LYS), produkce indolu
(IND), dekarboxylace ornithinu (ORN), rozklad maoviny (URE), deaminace fenylalaninu (PHE),
hydroyza eskulinu (ESC), utilizace citatu (SCI), utilizace maloratu (MAL), produkce kyseliny
z inositolu (INO), adonitu (ADO), celobbzy (CEL), sachapzy (SUC), sorbitolu (SOR), trehabzy
(TRE), mannitolu (MAN).

Protae se v prosted bezre vyskytuj bakterie s vnitrodruhovou variabilitou fenotypowch
znakl, pechaz se od identi kacnch kb, ktee uwackly pouze pozitivnci negativn reakce, k ta-
bullkam, ktee obsahuj procento kmen dareho druhu, u reha je test pozitivn. Ri vyhodnocen
se wsledky ( ci ) zapisuj pod pslisre reakce (obr. 56), ppadre se vywije automatizovareho
readeru pro odecet s rasledrym vyhodnocenm pomoc gslsreho softwaru. Kazdh reakce ma pod
swm oznacenm uvedenucslici, ktea slow pro wpaetcselreho lodu. Pokud je reakce pozitivn,
hodnotucslice pcteme. Pokud je reakce negativn, cslici nebereme v potaz, tzn. neodecame.
Cselre lody slow ke snadregmu vyhodnocen a orientaci v tabullach.
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Obr. 56: Vyhodnocen ENTEROtestu 16 (archiv autorek)

Pro vyhodnocen Ize vywt program TNW, ktey u vybrareho wsledku vypate identi-
kan slore aT index . ldenti kecn slore je mra wlcnosti identi kace, procento pravéepodob-
nosti, ze kmen rale pawe k tomuto taxonu (druhu) a madremu jiremu: i 99 % je wborre
odlsen; 96{99 % zna velmi dobe odlsen; 90{96 % kmen je odlsen a 90% zna neodlsery
kmen. T index ucuje typcnost identi kovareho kmene vzhledem k vypsaremu taxonu. Cm vys
T index, tm podobreg je dary kmen obecre charakteristice dareho taxonu: | 75 typicky kmen;
0;5  7;75 nere typicky kmen; 0,25{0,5 netypick/ kmen; 0; 25 zcela netypicky kmen. Pro aty-
picky kmen program TNW doporwc dab rozlsujc testy, ppadre ukze nestandardn wsledky.

Jako kontrola kvality powiych chemilali a kontrola interpretace barevrych reakc se
powvaj kontroln kmeny bakteri, ktee davaj standardn wsledky. Kontroln kmeny jsou dod-
\vany Ceskou sbrkou mikroorganizra v lyo lizovarem stavu nebo nazelatinowch discch.

Zawerem je teba zdraznit,ze nezrany izoht je \zdy nutre posuzovat komplexre, tzn.
pihednout k charakteru wstu koloni, optinalnm kultivacnm teploam, pvodu vzorku, druhu
materalu a nakhdan se vzorkem.
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Seznam pstraj a mikroorganizm

Pomcky a chemilalie

Steriln destilovara voda, fyziologicky roztok
Cckovac kicky, podla@n sktka, automaticle pipety
Mikrotest ENTEROtest 16

Oxichzowe a ONPG prowky

3 % peroxid vodku, 3% KOH

Mikroorganizmy

Nezrany bakteraln kmen

Postup

Ve cvten se powa kombinace teat, rektee jsou pouze demonstran pro odecten wsledk.

KOH test

Do kapky 3% KOH na podl@nm sktku narest kulturu.

Pokud kultura po rozmchan kickou tva vislozn suspenzi, ktea se ahne se za kickou
(lyze seny a vylit obsahu bunky), je kultura gramnegativn (obr. 57).

Obr. 57: Proveden KOH testu u gramnegativn kultury (vislozn suspenze tthnouc se za kickou)
(archiv autorek)
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Katahzowy test

Do kapky 3% H,O, na podlenm sktku narest kulturu.

Pozitivn test se ihned projev uvohovanm bublinek kyslku (obr. 58)

Obr. 58: Proveden katahzoweho testu (archiv A. \avrow)

OF test, test na oxidaci/fermentaci glulozy (aerobn/anaerobn metabo-
lizmus)

Test je demonstran pouze pro odecet wsledld. Pro kad/ kmen jsou pipraveny 2 zku-
mavky, jedna s para nem (anaerobn prosted pro zkvasowan glulozy) a jedna bez para nu
(aerobn prosted pro oxidativn vyw\an glulozy).

Zlue zbaven media zna pozitivn reakci; moda a zelera barva nedia zna negativn
reakci (obr. 59). Ve sloupci je mano odest i pohyb bakteri.

Obr. 59: Vyhodnocen OF testu. Olke reakce pozitivh glue) { kmen vyw\a glulozu jak aerobre,

tak anaerobre; pozitivnh aerobn reakce, negativh anaerobn reakce { kmen je schopen glulozu
vylevat pouze aerobre; ole reakce negativn (zelere & mode) { kmen nevyw\a glulozu jak
aerobre, tak ani anaerobre (archiv autorek)

TSI test (tripple-sugar iron)

Test je demonstracn pouze pro odecet wsledk.

Medium ve zkumavce je akowano vpichem a vapet rovresrouboviym rozerem posiknem
agaru v jedire zkumavce.
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Sleduje se zabarven nedia a roztrtan agaru (obr. 60). Zkvasuje-li kultura pouze glulozu,
zezloutne pouze sloupec asikna plocha mstanecervera (nap. salmonely). Pokud bakteraln
kultura zkvasuje sowcasre s glulozou lakbzu nebo sachaozu, zezloutne sloupec isikma@st
agaru. Produkce H2S se projev zerranm nedia ve sloupci (pozor na odecet fermentace
glulozy, kdycerra barva pekryjezlutou!). Potrtan agaruci jeho nadzvednut zna tvorbu

plynu (CO») z glulozy.

Obr. 60: TSI test (archiv autorek)

Oxichzoy test

Na detelcn Dnu prowkoweho testu plastovou kickou (NE kovovou!) narest 24hodinovou
kulturu nebo paprek pmo zatlacit do kultury.

Medium, ze kteeho se kultura odeba, nesm obsahovat glulozu nebo nitaty.

Pokud realcn plocha do 30 sekund intenzivre moda, je reakce pozitivn; pokud zmoda
do 2 minut, je reakce opadere pozitivn. Pokud mstane barva beze zneny nebo se objev
reakce po 2 minutch, reakce je negativn (obr. 61).

Obr. 61: Oxicazow test (archiv autorek)
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ENTEROtest 16

Pro ENTEROTtest je dlezie vybrat vhodry kmen, tzn. kmen, ktely pravdepodobre pat do
celedi Enterobacteriaceae (gramnegativn, katahza pozitivn, fermentuje i oxiduje glulozu,
oxichza negativn).

Z 24 hodinow kultury pipravit suspenzi burek ve 3 ml fyziologicleho roztoku se zakalem
o hodnot 1 podle stupnice McFarlanda.

Destcku orientovat na wsku, odznout kryc folii a oznecit destckucslem kmene.

Pipetovat 100 | dkladre protepare suspenze do kad jamky pslsrehoadku.

Nektee testy probhaj v anaerobnch podmnlach, gslwsre jamky zalkapnout dvema kap-
kami sterilnho para noweho oleje: test pro sirovodk (H ,S), lysin (LYS), indol (IND), ornitin
(ORN), ureaza (URE), arginin (ARG).

Testy ped kultivac ulait do scku, aby jamky nevysychaly.

Kultivace probra pi 37  C po dobu 18 & 24 hodin.

Ri hodnocen zalkapnout jamku (IND)cinidlem pro indol, jamku (PHE)cinidlem pro feny-
lalanin a jamku (VPT)cinidlem pro acetoin dle ravodu.

Odecst \sechny reakce ENTEROtestu (obr. 62), fenylalanin do 3 minut, prot@e po tto doke
pozitivn reakce miz. Orientovat se dle interpretacn tabulky (obr. 63) pgilazere k souprawe
(ppadre dle barevre srovravac stupnice).

Obr. 62: ENTEROtest 16 (archiv A. \avrow)
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Obr. 63: Interpretacn tabulka pro ENTEROtest 16 (zdroj: Manwal MikroLaTest, Erba Lachema)

ONPG test

Do zbyk suspenze po proveden ENTEROtestu sterilre viait paprek s ONPG testem.
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Kultivace probha spolu s ENTEROtestem 24 hodin pi 37 C.

Pozitivnh wsledek je jasrezlue zbarven (obr. 64).

Obr. 64: Test produkce -galaktozidazy (archiv A. \Vavrowe)

Zhodnocen cvecen

Identi kace nezraneho vzorku.

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Sysem MIKROLA (zdroj: https://www.erbalachema.com/produkty-a-reseni/mikrobiologie/
system-mikrola/; 21. 3. 2016)

Cesla sbrka mikroorganizr (zdroj: http://www.sci.muni.cz/ccm/; 21. 3. 2016)

S Kontroln oazky
1. Kcemu sloz KOH test?

2. Pra se msto Gramova barven pow\a k rozlsen grampozitivnch a gramnegativnch burek
KOH test? Je mano tmuplre nahradit Gramovo barven?

3. Co se stane, pokud vybereme pro ENTEROtest bakterie z jire skupiny (nap. nefermen-
tujc)?

4. Co je dleit pro spavnou identi kaci nezraneho vzorku?
5. Jale jsou whody mikroteai oproti testm zkumavkowm?

6. Vyuit jaleho 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/

Qst |

Cytologie a morfologie bakteri



1 Gramovo barven, negativn barven,
nativn prepaat

Cl cveen

Barven a pozorowan mikroskopickych prepagat.

Uvodn slovo

Nativn prepaat

Ri pozorowan suspenze nativhho prepaatu bunky nikdy ne xujeme. Prepaat je nebarvery,
slow ke zjsen skutereho tvaru a struktury burek neporwserych xac a barvenm. Vyw\a

se pi pozorowan ustu, mna@en a pohybu bakteri. \Wznam na @i studiu burecrych utvam,
ktee se obkre barv, nag. spor. Pro pozorowan struktur se vyw\a jasre pole, Bizow nebo
Nomarsleho kontrast.

Fixace prepaatu

Podstatou xace je vysien burecrych koloid, zejnena blkovin. Fixac bunky &pe gilnou ke
sktku, nesphchnou se aplikac barvivaci rozpoisedla a epe gijmaj barvivo. Prepaat se xuje
& ve chvli, kdy je raer sucly, aby nedsslo k uvaen burek. Fixace se provad 3x protaenm
podlanho skla s raerem burek, ktey je umsen na horn strare sktka, nesvtivouast plamene.
Pokud byly bunky kultivovany v tekuem cukerrem prosted, je nutre bunky od nmedia separovat
centrifugac a rasledre je pronmyt vodouci pufrem. Bunky kvasinek a vakniych hub jsou et nez
bunky bakteri, tepelra xace nee poznenit jejich tvar. Proto se \esinou xuj chemilaliemi.
Fixace i barven mrre bunky deformuj, jejich charakteristicky tvar msta. Pro meen pesre
velikosti burek se vyw\a ne xovary prepaat negativre obarvery (obarven okol bunky).

Barvere prepaaty

Slow ke zjsen typu burecre seny, tvaru burek a uspaadan jejich shluli, ptomnosti a ul@en
endospor, ptomnosti pouzder a vnitnch burerych struktur (inkluz) azivotaschopnosti burek.
Pro ucen morfologie bunky a charakteristickych shlula stec jednoducte barven burere seny
(nap. krystalovou violet) bez rozlsovan grampozitivnhoci gramnegativnho typu. Vialn bar-
ven je barvenm mrtwych burek, prote mrtve bunky grijmaj barvivo nebo ho e uxnmi sysemy
nevylcuj. Struktury bunky se rozlsuj diferenciacnm barvenm, a to jak vnitn a vregp mor-
fologicle utvary (endospory, pouzdra, burecre seny), tak chemicle slaky (volutin, glykogen,
skrob). Diagnosticle barven naponaha identi kaci bakteri (nap. Gramovo, acidorezistentn bar-
ven karbolfuchsinem, barven dle Giemsy). Ri negativhm barven se bunky ne xuj ani nebarv,
obarveno je pouze jejich okol (nap. tus, nigrosinem). Vywwa se pro ngen gesre velikosti
burek nedeformovarych xac a barvenm.

Prepaat se ped barvenm xuje zdy krone barven negativnho a vitinho testu. K bar-
ven se powvaj zecere vodre roztoky organickych barviv, obvykle soli. Baziclka barviva maj
barevry kationt, kyseh aniont. Ri barven bakteri se \esinou powvaj bazicka barviva (nag.
krystalowa violet’, metylenova mod, safranin, bazicky fuchsin, malachitowa zelen). Barven Ize
zwraznit maenm burek (nap. fenolem, taninem), pi kteem ma maidlo roli prostednka s vys
a nitou k bunce a aroven k barvivu, nez je a nita bunky k samotremu barvivu.
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Gramovo barven

Gramovo barven je jednou z nejdleziegch diagnostick/ch metod pri identi kaci bakteri. Rozlsu-
je skupinu grampozitivnch (barv se modro alow) a gramnegativnch burek (barv secervenou-
zow) a udaa rektee fyziologicle a chemicle viastnosti bunky.

Podstata rozdlreho chowan gi Gramowe barven nebyla dosud uspokojive objasrena,
s nejes praveepodobnost se uplahuj rozdly ve slaen bureere seny obou skupin bakteri.
Jde o barven xovareho prepaatu krystalovou violet a rasledre maen burek pdem v roztoku
Kl. Vznila komplex barvivo-pd-burecra sena.

Rozdl pi barven vznila pi prompan prepaatu organickym rozpowsedlem (acetonem
nebo alkoholem). U gramnegativnch burek odbarvovac cinidlo rozpust vreg lipopolysachari-
dovou vrstvu, komplex krystalowe violeti s pdem se vymyje pres tenkou vrstvu peptidoglykanu
a bunky se odbarv, naopak grampozitivh bakterie si zbarven ponechavaj.

Pro zwrazren rozdlu se gramnegativn bakterie dobarvuj jiym kontrastnm barvivem
(nap. bazickym safraninem, karbolfuchsinem) a barv se docervena, wova. Grampozitivh bunky
maj v bureere sere nawazanu krystalovou violet ', ktea se alkoholem nevyplavila a mstvaj
zbarveny do modra, modro alova. Chyby, ktee mohou nastat pi barven, jsou: pls silry raer
burek na sktku; uvaen burek pi xaci; pls dloure odbarvowan burek alkoholem.

Gramovo barven je do jise mry ovlivreno fyziologickym stavem burek, sarm kultury
a sleenm kultivacnho mredia. Pro barven se vywevaj bunky stae 24 hodin. Bunky mohou ztratit
svoji grampozitivitu nag. mechanickym pskozenm, UV zwrenm, psobenm kyselin, zasad ci
rozpowsedel. Mikroorganizmy, ktee se rekdy barv pozitivre a rekdy negativre, oznaujeme
jako gramlabiln/gramvariabiln.

Nektee bakteraln rody Gramowm barvenm nelze obarvit, jsou to rody bez burecre seny
(mykoplazmata), spialovit bakterie a silre acidorezistentn rody (mykobakterie); nap.  Mycobac-
terium bovis, M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. leprae, M. marinum,
a dale patogenn Borrelia burgdorferi, B. recurrentis, Bartonella henselag Chlamydia trachoma-
tis, C. pneumoniae Chlamydophila psittaci Coxiella burnetii, Ehrlichia cha eensis, Anaplasma
phagocytophilum Legionella spp., Leptospira spp., Rickettsia rickettsii, Orientia tsutsugamushi
Treponema pallidum

Burera sena bakteri

Bunky gramnegativnho typu (obr. 65B) maj bureenou senu slaenou z vreg lipopolysachari-
dowe membrny a vnitn relativre tenle peptidoglykanowe (zhruba 5{10 % burecre seny) vrstvy
obsahujc kyselinu muramovou. Spojen mezi peptidoglykanem a vreg membianou zajst 'uj lipo-
proteiny. Lipopolysacharidy jsou slazeny z lipidu A, jaderreho (& akladnho, denoweho) polysa-
charidu a O-antigenu (& Orekzec). Vreg membgana slow jako ochranra barera ped vregm
prostedm, ban prostupu htek nebo postup alespam zpomaluje glwcowe soli, antibiotika, jedy,
atd.).

V burere sere grampozitivnho typu (obr. 65A) chyb vrep membiana a peptidogly-
kanow vrstva je porrerre tlusa. Nektg zastupci mohou mt jako sl@ku burecre seny kyse-
linu teichoovou, lipoteichoovou anebo neutaln polysacharidy, u rekolika zastupa jsou ve sere
ptomny mykolowe kyseliny.

Zvbstn skupinou jsou bakterie bez burecre seny, tzv. mykoplazmata, ktee nejsou schopny
syntetizovat prekurzory peptidoglykanu. Bunky jsou obklopeny pouze cytoplazmatickou membanou.
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Obr. 65: Burecra sena grampozitivnho (A) a gramnegativnho (B) typu (Prescott a kol., 1996,
upraveno).

Negativn barven

Negativhm barvenm se obarv okol burek, nikoli bunky samotre. Velikost ani tvar bunky nen
deformovary xac a barvivem. Vyw\a se pro meen pesre velikosti a tvaru bakteraln bunky,
pro stanoven pouzder, kapsul a slizu.

Vlastnosti vybrarych mikroorganizm

Haloarcula
extemre pleomorfn tycky, vesinou plockeho puneru a tvaru trophelnl actvercowch nebo
nepravidelrych disld; gramnegativn; extemre halo In (2{5,2 M NaCl); bakterioruberiny azlue

pigmenty

Haloferax
extemre pleomorfn, \esinou tvar plochych disk nebo potarla; gramnegativn; kolonie s muloznm
vzhledem, extemre halo In (1,5{4,5 M NaCl); bakterioruberiny azlue pigmenty

Sporosarcina
kulake ci owalre bunky uspaadare jako diplokoky, tetady nebo krychlovie batky; grampozi-
tivn; pohyblive rekolika bcky; tvorba spor; kemowe @ orarzowe zbarvere kolonie

Leuconostoc
skricleci ovoidn bunky uspaadare po dvouci vretzcch, olras jako katle tycky v dloulhych
retzcch; grampozitivn

Azotobacter
velle ovoidn a pleomorfn bunky, jednotlive, po dvou, v nepravidelrych shlucchciretzcch; tvorba
cyst; gramnegativn

Yarrowia lipolytica
kvasinky, rozmnaowan vegetativre picenm; pseudohyfy i prawe hyfy; jednotlive vegie nebo ku-
lovie asky vyustajc latealre nebo termiralre; barv se jako grampozitivn bakterie

Saccharomyces cerevisiae

kvasinky, elipsoidn, kulovie rekdy i proahe bunky; v rekteych ppadech tva \etvere pseudo-
mycelium; prave mycelium nevyta; rozmnaown pwenm; haplo-diplobioticky zivotn cyklus,
spory diploidnch kmen pol-4 v asku; barv se jako grampozitivh bakterie
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Pomcky a chemilalie

Krystalowa violet ', Lugalv roztok, safranin

Nigrosin, Kongocerven, metylenosa mod, HCI

Mikroorganizmy

Bacily, G+ tycky wzre tvary (48 hodinow kultura se sporami { Bizow kontrast)

{ Bacillus thuringiensis CCM 19
Bacillus sphaericusCCM 1615
Bacillus mycoides CCM 145
Bacillus cereus CCM 2010
Bacillus megaterium CCM 2007
Bacillus subtilis CCM 2216

e e

G+ koky, katle tycky

{ Azotobacter vinelandii CCM 289 { slizovie kolonie, pouzdra
{ Leuconostoc mesenteroide<CCM 1803 {retzky, pouzdra, sliz
{ Sporosarcina ureaeCCM 860

{ Staphylococcus aureus

{ Micrococcus luteus CCM 169

G- tycky
{ 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 prepaat

Doprosted podl@nho sktka narest kapku steriln destilovare vody.

rehnutou, vychladlou akovac kickou vrest do kapky mae mnastv kultury, rozmchat.
Kultury stac nepatrre mnastv, aby prepaat nebyl husy.
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Kapka se nerozta, pekswa se krycm sktkem tak, aby v prepaatu nebyly vzduchowe
bublinky (nepikhdat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, negitlacovat).

Rebytecnou kapalinu odsat Itracnm paprem.
Bunky z tekueho nedia pozorovat pmo v nediu bezreden v kapce vody.
Pro nativn prepaat zvolit objektiv s fizowm kontrastem (Ph).

Prepaat pozorovat do 5 minut z dvodu rycheho vysyctan.

Jednoducle baven

Zaschy raer burek na sktku xovat plamenem.
Ponait do roztoku krystalowe violeti nebo safraninu na 15{20 sekund.

Ophchnout slatym proudem vody, ustsit a pozorovat @i z\vesen 1000

Gramovo barven (obr. 66)

Doprosted podl@nho sktka narest kapku steriln destilovare vody.
Qzehnutou, vychladlou akovac kitckou vrest do kapky mae mnastv kultury.

Suspenzi z kultury rozett po sktku, nechat dolre zaschnout a xovat plamenem (rekolikat
sktko proahnout plamenem).

Prepaat ponait do roztoku krystalowe violeti na 30 sekund, opachnout vodou.
Prepaat ponait do Lugolova roztoku na 30 sekund, ophchnout vodou.
Prepaat pevrstvit etanolem/acetonem, maxinalre na 15{20 sekund, ophchnout vodou.

Prepaat ponait do safraninu na 1 minutu (takto se dobarv pouze bunky gramnegativn,
u kteych daslo k vyplaven krystalowe violeti; safraninem wsak dobarvujeme kad/ pre-
paat, i kdy pedpokhdame ptomnost grampozitivnch burek { pedem nevme, o jaky
typ burere seny se v prepaatu jedra).

Prepaat ostsit mezi dvema Itraanmi papry a pozorovat i zvesen 1000 v jasrem poli
(objektiv BF).
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Obr. 66: Cist kultury bakteri obarvere 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 mesenteroideql), Paenibacillus
polymyxa (J), Sporosarcina ureae(H) (archiv autorek)

Negativn barven nigrosinem

Asepticky perest bunky do kapky destilovare vody na podl@nm sktku, pidat kapku
nigrosinu.

Kapky smchat kickou a rozett jemrym tahem drukeho sktka (gilzereho poduhlem
45 po cek plse podl@nho skla), nechat zaschnout na vzduchu.

Pozorovat gi zvesen 1000 s imerz.

Hodnocen

V prepagatu jsou viditelre neobarvere bunky nasecem pozad (obr. 67). Porovnat mezi prepaaty
tvar a velikost burek wzrych drub jednoho bakteralnho rodu. Wsledek ovliwnuje tlowst 'ka
vrstvy barviva (silry ranos nee po zaschnut praskat) a koncentrace barviva.

Obr. 67: Negativh barven Saccharomyces cerevisiagA), Bacillus cereus (B), B. subtilis (C),
B. subtilis (D), Bacillus sp. (E), Corynebacterium glutamicum (F), Haloferax mediterranei (G),
Lactobacillus brevis (H), Lactobacillus casei(l) (archiv autorek)
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Negativn barven Kongocerven

Asepticky perest bunky do mak kapky Kongocervere na podl@nm sktku.

Rozett jemrym tahem druteho sktka (gileereho poduhlem45 po cek plese podlenho
skla) a nechat zaschnout na vzduchu.

Ophchnout 1 % HCI, ihned slt, neoplachovat, ppadre dostsit Itrecnm paprem.

Pozorovat pi zvesen 1000x s imerz.

Nativn prepagat pro pozorowan tvaru a umsen spor rodu Bacillus

(Bzow a Nomarsleho kontrast, obr. 68 a 69)

Do kapky steriln destilovare vody na podla@nm sktku narest kulturu, rozmchat a pekiyt
krycm sktkem (nepikadat svrchu na kapku, ale nejprve jednou hranou, nepitlacovat).

Buwky z tekueho nredia pozorovat gmo v bujonu bezreden v kapce vody.

Ihned pozorovat @i Bizovem kontrastu (objektiv 60x nebo 100x), prepaat rychle vysycha.

Obr. 68: Fazow kontrast u sporulujcch bakteri;  Bacillus megaterium (A), B. mycoides (B),
B. pumilus (C) (archiv autorek)

Obr. 69: Nomarsleho kontrast u sporulujcch bakteri; Bacillus megaterium (A), B. megaterium
(B), B. mycoides (C), B. pumilus (D) (archiv autorek)
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Zhodnocen cveen

\&mame si tvaru burek, spor, porrerugky a celky burek, a zda je patrre vyklenut burek
zpsobere endosporami.

Da$ informace k €to problematice najdete v rasledujc
literatue

Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.
Sedkek 1., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.
™
-, Kontroln oazk
Se ontroin o&a \'/
1. Vyswetlete pojmy bakteraln druh a bakteraln kultura.

2. Jmenujte alespa 4 barviva powvara v mikrobiologii.

3. Dophte tabulku:



2 Struktury bunky (barven inkluz
a pouzder)

Cl cveen

Barven a pozorowan burecrych inkluz a pouzder.

Uvodn slovo

Inkluzeci inkluzn elska (granule organick/ch nebo anorganickych atek) jsou viditelre ve swetel-
rem mikroskopu a jsou umseny v bureerem matrix. Nektee inkluze nemaj membany a nachaz

se volre v cytoplazne (polyfoshtowa a rektea glykogenowa granula), rektee inkluze jsou obklo-
peny jednovrstevnou membianou (tlowst’ka membany zhruba 2{4 nm), nag. poly- -hydroxybu-
tyat, rektea glykogenow a sirra granula, karboxyzomy, plynowe vezikuly. Membany inkluz
mohou kyt tvaeny blkovinamici lipidy.

Foshty jsou ukhdany ve forme volutinowch nebo polyfoshtowch granul a slow jako
zdroj foshtu, napg. pro stavbu nukleowch kyselin. Polyfosht je linearn polymer ortofosatu spo-
jereho esterowmi vazbami. V rekteych ppadech nee polyfosht slowit i jako zdroj energie.

Tuk se v bunce se vyskytuje bud rozpylery ve forne kagenek, nebo zabudovary v memba-
rach. Shromazd’uje se v ptomnosti kyslku, v buince bezre 2{3 % tuku. Tyto intracelulrn inkluze
se vyskytuj zejmrena u kvasinek a mikromycet. Negasgji se k jejich barven powa sudan Il
(0,1 g sudanu Il se rozpust ve snesi 50 ml glycerolu a 50 ml bezvodeho 100 % etanolu). Do 20{30
minut se tuk zbarv do wovo<cervena (barvivo se rozpust v tuku).

Glykogen je rozpustry polymer glulozy s {1,4{vazbamia {1,6 \etvenm na kazcem 8{10
monomeru. Nee tvait & 50% susiny, je rehodre rozmsen v ceem matrix bunky jako mae
granulky (20{100 nm). Ve swetelrem mikroskopu nen viditelry. Nke a nemus mt membanu.
Barv se Lugolowm roztokem. Bakteraln glykogen je silre \etvery. Slow jako pohotowa rezerva.
Je primarn @asobn polysacharid u hub. Slow jako zdroj uhlku pro zisk energie a biosynezu.

Lugolovocinidlo (& Lugalv pdow roztok) jecinidlo skhdajc se z 1 % pdu a 2 % jodidu
draselreho a destilovare vody. Jodid draselry se gichva pro zlemen rozpustnosti pdu ve voce.
Cinidlo bylo popne gipraveno francouzskym fyzikem J. G. A. Lugolem v roce 1829. Pow\a se
jako povrchowe antiseptikum, dezinfekce a jako indilator ptomnosti organick/ch htek, zejmena
skrob, v jejich ptomnosti men barvu do modro alowe & cerre. Barvicch schopnostcinidla je
vyw\ano pi Gramowe barven a dakch technilachupravy prepagad.

Nektee bakterie tva vrstvu materalu, ktea je umsena vre burecre seny. Pokud je tato
vrstva organizovara a nesmy\a se snadno, jedra se o bakteraln pouzdro. Pouzdro je \ekinou
sleere s polysacharid, ale nmee obsahovat i jire htky, nap. pouzdro Bacillus anthracis je
slaere z kyseliny poly-D-glutamowe. Pouzdra jsou dolre viditelra ve swetelrem mikroskopu i
negativnm barven prepagatu. Pouzdro poskytuje bakteriiradu whod: maskuje patogenn bakterii
v makroorganizmu, ban vysychan dky zwseremu obsahu vody, zadrujeradu bakteralnch vin
a hydrofobn toxicle htky, nap. detergenty.



Seznam pstraj a mikroorganizm 127
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Poracky a chemilalie
Metylenova mod, Sudan Ill, Lugalv roztok
Kongocerven, nigrosin

Kryc a podlan skla, kicka, destilovara voda

Mikroorganizmy
Saccharomyces cerevisiae
Bacillus cereus CCM 2010
Bacillus megaterium CCM 2007
Azotobacter vinelandii CCM 289

Leuconostoc mesenteroidesCCM 1803

Postup

Barven volutinu polychromatickou metylenovou moda (obr. 70)

Naer burek usisit na vzduchu a prevrstvit polychromatickou metylenovou mod (Lo erova
mod, vyzah alespm 12 mesa) na 1{3 minuty.

Ophchnout, ostsit a pozorovat pi zvesen 1000x.

V prepaatu jsou vicet purpurowa volutinowa zrna a lehce namodrah cytoplazma.

Obr. 70: Volutin u Saccharomyces cerevisiadarchiv autorek)
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Tuk { barven Sudanem Il (obr. 71)

Smchat bwnky s barvivem Sudan Ill, nechat psobit 10{30 minut.

Rekyt krycm sktkem a pozorovat cihlowecervere kapcky tuku.

Obr. 71: Tuk u Saccharomyces cerevisiadarchiv autorek)

Glykogen (obr. 72)

Fipravit nativn prepaat, vedle krycho sktka kapnout Lugalv roztok.

Bezprostedre pozorovat hrech granula glykogenu.

Obr. 72: Glykogen u Saccharomyces cerevisiadarchiv autorek)
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Negativn barven pouzder nigrosinem u astupe rodu Azotobacter

Do kapky vody na podlenm sktku perest mak mnastv burek ze slizovie kolonie,
smchat s kapkou nigrosinu a gikyt krycm sktkem. Zbytek tekutiny odsat a pozorovat.

Sedawe bwnky jsou obklopeny biymi pouzdry a pozad je tmaw. Nigrosin nabarv bunky
a pozad, nikoli pouzdra, ta jsou takto nebarvitelra.

Negativn barven pouzder nigrosinem u astupg rodu Azotobacter , do-
barven burek metylenovou mod

Rozmchat na podl@nm sktku kapku nigrosinu s kapkou vody, do suspenze gerest bunky,
rozett po sktku a nechat zaschnout.

Naer pokyt na 3 minuty roztokem metylenove mode, ophchnout vodou a ostsit.

Pozorovat pi zvesen 1000x s imerz.

Hodnocen

Mode bunky jsou obklopeny swetymi pouzdry, pozad je tmawe.

Negativn barven pouzder Kongocerven u astupg rodu Azotobacter ,
dobarven burek metylenovou moda

Do kapky Kongo cervere na podlaenm sktku narest kulturu, suspenzi rozett a nechat
zaschnout.

Frevrstvit na rekolik sekund HCI. Kyselinu slt, neoplachovat, dostsit ltrecnm paprem.
Na 3 minuty prevrstvit metylenovou mod, slt, ophchnout vodou a ustsit na vzduchu.

Pozorovat pi zvesen 1000x s imerz.

Hodnocen (obr. 73)

Mode bunky a cysty obklopere s\etymi pouzdry na tmawem pozad.

Obr. 73: Negativn barven rodu Azotobacter (archiv autorek)
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Zhodnocen cveen

Vyfocen a popis mikroskopickych prepagai.

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

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

Kontroln oazky

Co jsou to inkluze?

Jsou sechny inkluze obalere membranou?

Jako zdrojceho nze bunka vywevat volutinova granula?
Jako zdrojceho nee bunka vywevat glykogen?

Vcem je pro patogenn bakterii whodre pouzdro?

o o M w N PE

Zceho se skhdh bakteraln pouzdro?



3 Pohyb burek

Cl cvecen

Pozorovat pohyb burek mikroskopicky a makroskopicky pohyb kultur na misce.
Sledovat pohyb btk ve visue kapce.
Obarvit btky a pozorovat v jasrem poli a pi Bizovem kontrastu.

Cckovat polotekute nedium { na misky i do zkumavek.

Uvodn slovo

\&tina pohybliwch bakteri se pohybuje pomoc bcku, ktel je ukotven na vreg@sti plazma-
ticke membrny a v burecre sere. Bck nma v puneru zhruba 20 nm a je 15{20 m dlouty. Bck
je mikroskopicky viditelry & po obarven, ktee z\es jeho tlost  'ku. Umsen btku na bunce
nee kytuzre (obr. 74).

Obr. 74: Umsen btku na bakteraln bunce. Monotricha (a), polrn bck je umsen na jednom
z kona bunky; lofotricha (b), pohrn umsen vce btl na jednom z kona bunky; am tricha
(c), polrn btk je umsen na obou koncch bunky; peritricha (d), beky jsou umseny na ceem
povrchu bunky (Prescott a kol. 1996, upraveno)
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Bakteraln bek je sl@en ze t makladnchast. Nejdes@st tva vakno, baaln €lo je
usazeno v bunce a s vaknem je spojeno teckem. Vakno je duk a pevre, slaere pouze z jedireho
proteinu, agelinu. Rozdly ve stavle btku u gramnegativnch a grampozitivnch bakteri jsou
zrazorreny na obr. 75.

Obr. 75: Stavba bakteralnho bcku u gramnegativnch (a) a grampozitivnch (b) bakteri (Pre-
scott a kol. 1996, upraveno)

Srmrer rotace btku ucuje povahu pohybu bakterie (obr. 76). Krome pohybu pomoc bcku
se bakterie pirozere pohybuj Brownowm pohybem. Spirochety a helikaln bakterie se mohou
pohybovat slizem dky tzv. axalnmu lamentu. Dakm typem pohybu bakteri je klouzaw po-
hyb, nap. u cyanobakteri, rekteych druh myxobakteri a mykoplazmat. Ackoli nemajzadre
viditelre struktury spjae s klouzawm pohybem, mohou dosahovat rychlosti&Z 3 m za sekundu.

Obr. 76: Bakteraln pohyb. Vztah mezi rotac bcku a pohybem bakterie, pohyb pomoc mo-
notrickalnho beku (a, b), peritrictalnch (c, d) a poarnch bcl (e), (Prescott a kol. 1996,
upraveno)

Vlastnosti vybrarych mikroorganizm

Bacillus
rovre tycky po dvojicch nebo vretzech se zakulacerymi neboctvercowmi konci; grampozitivn;
peritrichaln; tvorba endospor

Pseudomonas
gramnegativn; rovreci mrre zakivere tycky; jedenci rekolik polrnch btk

Proteus
gramnegativn; rovre tky; peritrictaln beky

E. coli
gramnegativn; jednotlive tyckyci ve dvojicch; peritrictaln beky
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Mikroorganizmy

mlace kultury (4 nebo 16 hodinow)
Bacillus cereus CCM 2010
Pseudomonas uorescensCCM 2115T
Proteus vulgaris CCM 1799
Escherichia coli CCM 3954

Micrococcus luteus CCM 169 { pro srovran nativhho prepaatu, nepohybliwy

Postup

Ri pozorowan btld se nesm pracovat se sklererymi pedmety (krom sktek), prot@e snadno
ulamuj btky. Pracovat s mlad/mi kulturami 4-16 hodin staymi wzdy z tekueho nedia, stae
bunky odhazuj bcky.

Pozorowan pohybu beku

Visua kapka

Fipravit nativn prepaat, kapku suspenze burek z nedia pipetovat na podl@n sklo.
Nepekyvat krycm sklem, pozorowan objektivem 20x gi Nomarsleho kontrastu, nezanaovat!
Pro vitalitu burek je dleziy dostatek kyslku, citliveg bunky se tybou jen nahae.

Nutno opatrre piostovat na hornast kapky.

Barven bok (obr. 77)

Barva obsahuje maidlo tanin, ktee se obal kolem btku, z\et jeho puner a zviditeln ho.
Barvcka na barven btk roztok | (10 di) a Il (1 dl), uchovavat zamrazenou
Roztok I: 10 ml 5% vodreho roztoku fenolu, 2 g taninu, 10 ml KAI(SO4), 12 H,O
Roztok II: nasycery roztok krystalowe violeti (12 g) v etanolu (10 ml, 96%)

Ripravit nativn prepaat na odmasere podlaen sklo a opatrre pekyt krycm sklem.
Vedle krycho sktka kapnout barvcku pro barven bck.

Barvcku prosat Itracnm paprem a prepaat pozorovat @i zvesen 1000x s imerz.
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Obr. 77: Obarvere btky Proteus vulgaris (A) a Bacillus cereus (B, C, D) (archiv autorek)

Pozorowan pohybu na agaru pro testoan pohybu

Medium obsahuje nzle procentwaln mnastv agaru, polotekue medium (nis viskozita prosted).
Sl@en nedia: 100 ml demineralizovare vody, 0,1 g kvasncreho extraktu, 0,01 g K ;HPO3,
0,2 g agaru.

Na agar se ackuje jen do stedu misky, aby se roanstala 1 kolonie.
Kleku s kulturou zanait ve stedu misky do agaru.

Pohyblive kultury ucelaj roaustajc se kruh, rekdy vinc se. Nepohyblive rostou jen v mse
vpichu do ucie velikosti.

Wsledky za 3{5 dn. S miskou se nesm tybat.

U rodu Proteus Ize vywt jak tute (fenorren gbojoe viny, plaziy ramst), tak polotekue
medium (plavan burek v nediu).
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Sl@en Luria-Bertani swarming nedia s 0,7 % agarem: 100 ml destilovare vody, 1 g enzy-
maticleho hydrolyatu kaseinu, 0,5 g kvasncreho extraktu, 1 g NaCl, 0,7 g agaru.

Zhodnocen cvecen

Pozorujeme pohyb bakteri ve visue kapce a pohyb bakteri na miskach ve forme mohutre
se roanstajcch koloni.

Pomoc obarverych btk pozorujeme rozdly meziuzrymi bakteriemi (monotricha, perit-
richa).

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

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

Sedkek 1., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontroln oazky

Co jsou to inkluze?

Popste typy pohybu: Brownv pohyb, pohyb pomoc btk a klouzay pohyb.
Popste rozdly ve slaen bcku u grampozitivnch a gramnegativnch bakteri.
Z jaleho proteinu je sl@en bakteraln bck?

Cm lze zviditelnit bakteraln bck pro swetelnou mikroskopii?

o g c w bdp e

Pra se pi pozorowan btk nepowvaj sklerere pomcky?
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Cl cveen

Acidorezistentn barven a Gramovo barven gramlabilnch burek.

Uvodn slovo

Jako gramvariabilnci gramlabiln mikroorganizmy se oznauj ty, u niclz se vcise kultue ast
burek obarv grampozitivre a@st gramnegativre.

Acidorezistentn mikroorganizmy obsahuj v burecre sere vysoly podl glykolipid, zejne-
na mykolowch kyselin, mastrych kyselin a vysch alkohal. Z toho dvodu se neodbarvuj anorga-
nick/mi kyselinami ani snes kyseliny a alkoholu pi barven dle Ziehl-Neelsena. Acidorezistence na
wznam k odlsen rektegch bakteralnch drub, nap. Mycobacterium tuberculosisa M. leprae.
Acidorezistentn bakterie jsou relativre nepropustre a rezistentn k slalym barvium. Pokud se
ale obarv barvivem se silnou barvic schopnost (nap. bazicky fuchsin rozpwsery v 5 % fenolu),
neodbarv se ani 20 % kyselinou srovou. Acidorezistence avis na integrie bunky, obsahu lipid
a pravcepodobre i na jejich zvestnm anatomiclem uspaadhn.

Vlastnosti vybrarych mikroorganizm

Acinetobacter
katle tycky & kokotycky ve dvojicchciretzech; gramnegativnci gramvariabiln (obr. 78)

Obr. 78: Acinetobacter grimontii obarvery metodou dle Grama (archiv autorek)

Corynebacterium
rovre ci mrre zakivere sthe tycky se arerymici ztliseymi konci (kyjovie formy) nebo
v katkych palisacach; grampozitivn; neacidorezistentn

Mycobacterium
rovreci mrre zakivere tycky, olras se \etvc; netva vzdusre hyfy, konidie ani pouzdra; slake
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grampozitivn; acidorezistentn; rektee druhy rostou velice pomalu (& rekolik ydn)

Nocardia

mrreci silre \etvera vhkna substatoweho mycelia rostouc na povrchu nebo pronikajc do agaru,
tvorba redukovareho vzdwsreho mycelia; grampozitivh & gramvariabiln; rekte zastupci acido-
rezistentn

Rhodococcus
tycky tvac silre etvere substatove mycelium, vhkna se rozpadaj do katkych tycek a kol;
rekte astupci produkuj slake vzdwsre hyfy; grampozitivh, mohou kyt acidorezistentn

Seznam pstraj a mikroorganizm

Mikroorganizmy

Mycobacterium phlei CCM 5639 { acidorezistentn
Nocardia carnea CCM 2756 { acidorezistentn
Rhodococcus erythropolisCCM 277
Corynebacterium glutamicum CCM 2428

Acinetobacter grimontii CCM 7198" T

Postup

Acidorezistentn barven dle Ziehl-Neelsena

Fipravit plamenem xovary prepaat.

Revrstvit koncentrovarym karbolfuchsinem, zahat do wstupu par a v ppace nutnosti
dophovat barvivo. Prepaat zalrvat 3-5 minut (nesm se vait).

Opbchnout kyseyym alkoholem 2x, maxinalre na 15 sekund.
Dobarvit Lo erovou metylenovou mod nebo malachitovou zelen po dobu 30 sekund.
Ophchnout vodou a pozorovat i zvesen 1000x.

Cervere zbarvere acidorezistentn bunky by nely byt dolre patrre proti zeleremuci modemu
pozad (obr. 79).

Obr. 79: Barven burek dle Ziehl-Neelsena, Mycobacterium phlei (A), Nocardia carnea (B, C),
Rhodococcus erythropolis(D) (archiv autorek)
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Zhodnocen cveen

Vyfocen a popis mikroskopickych prepaat obarverych dle Ziehl-Neelsena.

Dailo se Gramowm barvenm obarvit acidorezistentn kultury?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

Greenwood D., Slack R. C. B, Peuthere J. F., a kol., lekaska mikrobiologie, Grada Pub-
lishing, 1999, ISBN 80-7169-365-0.

Sedkek 1., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Kontroln oazky

1. Co je clem acidorezistentnho barven?
2. Jaly je wznam dobarven metylenovou mod pi acidobaziclem barven?
3. Pro pvodce jakych onemocren se vyw\a acidorezistentn barven?

4. Co zpsobuje,ze jsou mikroorganizmy acidorezistentn?
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Cl cveen

Kultivace aktinomycet. Pozorown vzdiwsreho, substatoveho mycelia a srovran rozdl.

Uvodn slovo

Aktinobakterie (nap. Actinomyces, Nocardia, Rhodococcus Streptomyceg jsou grampozitivh bak-
terie s vysokym procentwalnm obsahem G+C, ktee \esinou tva pravwe mycelium,casto se roz-
mnauj pomoc exospor, ale na rozdl od kvasinek a mikromycet se vyznauj prokaryotickou
stavbou bunky.

Mycelium (stabiln nebo dacasre) je souborem hyf st’ovie struktury. Kvasinky mohou
vytwaet tzv. pseudomyceliumci neprawe mycelium. Kvasinky pwc na mlech a jednotlive bunky
se od sebe neodctluj, mstivaj navajem spojere. Vakno pseudomycelia je sl@eno z proahi/ch
burek a jev se jako zaskrcovare. Hyfy praweho mycelia jsou rozceleny prehadkami a hyfa ma po
cek cklce stejry prez a nezaskrcovary vzhled.

Pokudasti mycelia wstaj do substatu, jedrase 0 mycelium substatoe, pokud jeho
@sti venvaj nad povrch substatu, jde o mycelium vzdsre (obr. 80). Vzdwsre mycelium
produkuje spory jednotlive, ve dvojicch, vretzcchci vuizre utaerych vaccch, tzv. sporangich
neboli sporoforech (seskupen spor). Sporangia mohou kyt umsena i na myceliu substatowem,
pokud se vzdwsre netva. Tvar a umsen spor nebo sporangi je wznamry identi kan znak.

Obr. 80: Prez koloni aktinomycet, zive bunky jsou oznaceny zelere, mrtve hyfy ble (Prescott
a kol. 1996, upraveno)

Nokardioformn aktinomycety tvar bud ' substatove mycelium ( Rhodococcus, substatowe
i vzdwsre mycelium ( Nocardia) nebo wjimecre pouze vzdsre mycelium ( Sporichthya). Strepto-
mycety tva bohae \etvera, dloura vhkna, substatow i vzdisre mycelium, na jeha@ koncch
jsou kulae spory v rovrychretzcch, gewvaere na vzdwsrem myceliu. Velikost bunky je v pureru
0,5-2,0 m. Rist je pomay, kolonie se objevuj po 3 & 4 dnech, pokud se tva vzdisre mycelium,
zrak se objevuje & po 7 & 14 dnech. Tyto hyfy jsou zpaatku bk, ale s tvorbou spor nabyvaj
uzre zbarven.

Aktinomycety mohou ust i v tekuem nediu, ale vyzaduj znacnou aeraci a protean,

protae vytwa shluky na rozdl od rovnomerrehoustu jirych druby bakteri. Jsousiroce rozeny
v prosted, v pce, na rostlirach; jsou mezi nimi patogenycloweka, zvat a rostlin. Nokardioformn
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aktinomycety i streptomycety vyt charakteristicle kolonie s drsrym a vasiym povrchem
a pigmentac.

Ai snaze pozorovat neporisere substatowe a vzdisre mycelium vycltazme ze skutecnosti,
ze pi odeban vzorku kolonie pro mikroskopicky prepaat se mycelium \esinou pskod a nelze
jej sledovat v pvodn podoke rasstu pi zachowan jeho struktury. Ri pozorowan prepaatu
sktkowe kultury Ize naopak pozorovat hyfy a rozpadajc se vhkna bez jejich porwsen tak, jak
narostly na krycm sktku. ckowan kultury mus byt psre steriln, aby nedaslo ke kontaminaci
kultury, nejepe ve owboxu, s vizhanou kiltkou, @ehnuym skalpelem a @ehnutou pinzetou. Pro
sktkovou kulturu neexistuje univeraln medium, vyctaz se z optimalnho media doporiwcereho
pro kultivaci dareho typu mikroorganizmu.

Vlastnosti vybrarych mikroorganizm

Nocardia
mrreci silre \etvera vhkna substatoweho mycelia rostouc na povrchu nebo pronikajc do agaru,
tvorba i vzdwsreho mycelia; grampozitivnh & gramvariabiln; rekte astupci acidorezistentn

Rhodococcus
tycky tvac silre etvere substatove mycelium, vhkna se rozpadaj do katkych tycek a kol;
rekte astupci produkuj slake vzdwsre hyfy; grampozitivh, mohou kyt acidorezistentn

Streptomyces
vegetativn vhkna tva \etvere mycelium; vzdwsre mycelium tvaretzky ze t i vce spor; pro-
dukce pigment; tvorba trvalch vhken; kolonie vzhledu Isejnkci kazovie, maselnat kolonie

Seznam pstraj a mikroorganizm

Pormacky a chemikalie

Steriln pinzeta, skalpel, destilovara voda, kryc sktka
Steriln miska se sklererymi kultkami a podl@nm sktkem

Kultivach media podle typu kultury (v silre vrstve pro prpravu kultivaci na krycm sktku,
v tenle vrste pro kultivaci na podi@nm sktku)

Cckovac kicka

Mikroorganizmy

Rhodococcus erythropolisCCM 277 (obr. 81)
Nocardia carnea CCM 2756 (obr. 82)

Streptomyces griseussubsp. griseus CCM 3362 (obr. 83)



Seznam pstraj a mikroorganizm 141

Obr. 81: Substatore mycelium Rhodococcus erythropolis(archiv autorek)

Obr. 82: Nocardia carnea, substatowe (A), vzdisre (B) mycelium a pechod mezi nimi (C) (archiv
autorek)

Obr. 83: Streptomyces griseussubstatowe (A), vzdwsre (B) mycelium a pechod mezi nimi (C)
(archiv autorek)
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Postup

Vihle komarky { kultivace na podi@nm sktku (obr. 84)

Podl@n sklo asepticky umstit na kuleky ve sterilnch Petriho mislkach.
Na podlan sktko vyharym skalpelem umstit tenkyctverecek agaru.

Typ agaru vybrat dle kultivovareho mikroorganizmu: Nocardia - nedium M8 (yeast glu-
cose agar);Rhodococcus- nedium MPAci M8; Streptomyces- nedium M15 (streptomyces
medium).

Vyhanou kickou akovat pocel okraj a pekwyt steriinm krycm sktkem (18 18 mm
nebo 22 22 mm).

Pod podlan sktko na kulcky pipetovat cca 5 ml steriln destilovare vody.

Kultivovat gi 30 C po dobu 3{5 dn.

Pozorowan

Amo ramst na sktku, zvesen 200x nebo 400x, Nomarslkeho kontrast.

Obr. 84: Kultivace na podl@nm skle (archiv autorek)

Kultivace na krycm sktku (obr. 85)

Powzt medium dle akovareho kmene - silreg agar na Petriho misce.
Do agaru zapchnout steriln kryc sktko vyzhanou pinzetou poduhlem 45
Kulturu naakovat z horn strany pocelzhbku. Substatove mycelium proust i agar.

Red pozoronanm wsledld (po 3-5 dnech) vyahnout sktko a oznecit horn i doln stranu
pro rozpozran vzdsreho a substatoveho mycelia.
Pozoroan

Sktko s narostlou kulturou polait ramstem na podla@n sktko. Pozorovat i zvesen 400
s imerz v jasrem poli nebo Nomarslkeho kontrastem.
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Obr. 85: Kultivace na krycm sktku (archiv autorek)

Zhodnocen cvecen

Podailo se sterilre akovat sktkowe kultury?
Byl patrry rozdl mezi substatowm a vzdisrym myceliem?

Jalky byl typ mycelia, tvar a umsen sporangi, pokud se vyskytovaly?

Da$ informace k eto problematice najdete v rasledujc
literatue

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

29390-4.

Sedkek I., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.
>

[+ Kontroln oazky

Ktee bakterie a ktee kvasinky se kultivuj technikou sktkowe kultury a prac?
Jakych kultivacnch medi se v tomto cvcen vyw\a?
Pra je dleita sterilita pace?

Co je to mycelium, ktee mikroorganizmy mycelium vyt a jale typy myceli rozezrawame?

o & w0 nhoPE

Co je to pseudomycelium?
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Cl cvecen

Sezramit se s uorescercn mikroskopi.

Pozorovat auto uorescenci a ourescenci mikroorganizm vyvolanou uorochromem (barvi-
vem) giuzrych vinowch cellach.

Uvodn slovo

Fluorescence je schopnost rekteych htek po ozen swtlem o kras vinowe dclce (excitan
zen) emitovat s\etlo o dek vinowe celce. Lze rozlsit dva typy uorescence prinarn (auto u-
orescenci) a sekundarn uorescenci. Auto uorescence je schopnost rekteych pirozere se vy-
skytujcch htek (nap. chlorofyl), uoreskovat po dopadu UV zen. Sekundarn uorescenc
rozumme uorescenci barviva tzv. uorochromu kovalentre nawazareho na sledovare burere
strukture. Mezi bzre wvare uorochormy pat uorescein, rhodamin, auramin a akridinova
orare.

SYBR Green je barvcka \azajc se na nukleowe kyseliny (nejvys a nitu ma k dsDNA).
Komplex nukleowa kyselina-SYBR Green absorbuje mode swetlo ( max = 497 nm) a emituje
zelere swetlo ( max = 520 nm).

Ri uorescercn mikroskopii je vzorek vystaven ultra alo,emu, alovemu nebo modemu
s\etlu. Mikroskop mus byt vybaven zdrojem katkovinreho s\etla, jako jeho zdroj slow xenonowa
wbojka. Swetlo prochaz dvema sadami s\etelrych I, Prvn sada (excitecn) propotst pouze
adare vinowe cklky a odstran paprsky o dek vinowe celce. Excitan Itry jsou uzre silra
barevra skla, moda & alowa. Druta sada bian abranrym Itrem vstupu katkovinrych paprsk
do oka. Kondenzor s tmawm polem poskytujecerre pozad, na kteem uorescentn objekty z.

Pseudomonas uorescens
produkce uoresceinu; wskyt v pce, vode, potravirach, humannm klinickem materalu

Seznam pstraj a mikroorganizm

Poracky a chemilalie

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 raust uoreskujc kultury UV zen.

Obr. 86: Kultura Serratia marcescens gervery pigment) a Pseudomonas uorescensbez (A)
a s UV ozxenm (B) (archiv autorek)

Fluorescence emitovara barvivem SYBR Green (obr. 87 a 88)

Narostlou kulturu promnyt v PBS pufru (1,81 g Na ,HPO,4 12 H,0, 0,203 g NakhPO4 2 H,0,
0,85 g NaCl, 100 ml HO, pH 7), obarvit barvivem SYBR Green a pozorovat uorescercnm
mikroskopem i uzrych vinowch cellach.

Obr. 87: Kultura Bacillus thuringiensis obarvera barvivem SYBR Green a vystavera zxen
ouzre vinowe celce (archiv autorek)
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Obr. 88: Kultura Saccharomyces cerevisia®barvera barvivem SYBR Green a vystavera zen
o uzre vinowe celce (archiv autorek)

Zhodnocen cvecen

Fluoreskovala samotra kultura gi UV zen (miska/mikroskop)?

Jsou rozdly ve uorescenci giuzre vinowe celce, pra?

Da$ informace k €to problematice najdete v rasledujc
literatue

Prescott L., M., Harley J. P., Klein D. A., Microbiology, WCB, Dubuque, 1996, ISBN 0-697-
29390-4.
Sedkek 1., Taxonomie prokaryot, Masarykova univerzita, Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9.

Votava M., lekaska mikrobiologie { visetovac metody, Brno, Neptun, 2010, ISBN 978-80-
86850-04-8.

™
[+ Kontroln oazky

1. Ktem@st bunky uoreskuje po naazan barviva SYBR Green?
2. Co zpsobuje auto uorescenci?

3. Na co se \&we SYBR Green?
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