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Kapitola 1

Teoreticka c¢ast

1.1 Priprava mikroskopického preparatu

Zdrojem preparatu mohou byt mikrobiologické kultury, klinicky material (mo¢, sto-
lice, sputum, vyplachy télnich dutun, nékdy koncentrované napft. odstfedénim), stéry z
prostredi apod.

Vzorek umistujeme na podlozni sklicko.

V pripadé vétsich objektt (prvoci, kvasinky, houby) kryjeme preparat krycim sklic-
kem. Preparat v kapce roztoku (fyziologicky roztok, zivna puda apod.) kdpneme na pod-
lozni sklicko. Na to spustime sklicko kryci tak, aby se dotklo jednim okrajem podlozniho
tésné vedle kapky a potom je pres kapku preklopime. Tim vypudime vétsinu bublin na
opacnou stranu. Nadbytek kapaliny odsajeme kouskem vaty, buni¢iny nebo filtracniho
papiru.

Pozorovani vétsich objektd provadime ve vhodném roztoku. V pripadé, ze se
jedny o zivnou pudu nebo fyziologicky roztok, pozorujeme Zivé objekty. Je ovsem nutno
mit na paméti, ze vysoka intenzita svétla, jaké je pouzivano v mikroskopu, je pro napros-
tou vétsinu téchto objektti nefyziologicka a mohou se proto chovat abnormalné. Pohyblivé
objekty (prvoci) maji tendenci utikat ze svételného paprsku, a tedy i zorného pole. Nékdy
muzeme jejich struktury zvyraznit vitdlnim barvenim, na které vétsinou uzivame velmi
zredéna netoxicka barviva.

Dalsi objekty jsou umistény ve fixaénim roztoku, ktery je usmrcuje a soucasné zlep-
Suje optické vlastnosti preparatu (mikroskopické houby budeme takto pozorovat v lakto-
fenolu).

Pozorovani mensich objektd pri nejvétsim zvétseni provadime bez kryciho
sklicka. Objekty jsou k podloznimu sklicku fizovdny a jsou vybarveny, aby viibec byly po-
zorovatelné. Pro lepsi rozpoznani podrobnosti na preparatu je pouzivana imerzni kapalina
(olej), kterd vyplni prostor mezi preparatem a objektivem. Ta svou vysokou svétlolom-
nosti zajisti opticky kontrast mezi preparatem a jeho okolim. Optika objektivu je stavéna
na prechod imerze-sklo, takze nékteré imerzni objektivy viibec nelze bez ponoteni do
imerzniho oleje zaostrit, jiné sice vytvori ostry, ale zpravidla nedostatecné svételny obraz.

Vyznam mikroskopického pozorovani je rizny, podle typi objektt (myslena je
svételnd mikroskopie)

*virologie — jsou vidét jen nejvétsi viry jako nepatrnd téliska, pokud se vybar-
vuji. Nelze je rozeznat od jiného ,smeti“, které muize v preparatu byt. Diagnosticky
je toto bezvyznamné. Naopak cenné je pozorovani virovych inkluzi ve tkanich a bun-
kach, patrné nejznamé;jsi jsou inkluze viru vztekliny v nékterych partiich mozku, které
se dodnes uzivaji pro diagnostiku tohoto onemocnéni. *bakteriologie - rozdéleni
podle typu barvitelnosti, podle zdkladniho tvaru bunék (koky — tycky), pripadné
usporadani bunék (diplokoky, tetrady, fetizky, shluky), pritomnost spér, pouzder,
pripadné bic¢ika. Urci se tim velké skupiny, které se dale dourcovavaji imunologicky
nebo PCR. MtiZzeme kontrolovat i homogennost kultury! *prvoci — mikroskopovani
umoznuje ur¢it zpravidla rod, nékdy i druh *kvasinky - mikroskopovani umoznuje

I Toto nepodcetiovat, naprosta vétsina ,zahadnjch* vysledkt z dalsich metod, odpovidajicich ,novému,
v literatufe nepopsanému druhu“, byla pofizena tak, ze byla kultura jedné bakterie kontaminovana jinym
druhem.



stanovit pritomnost nékterych znaki, bez jejichz znalosti je urceni velmi obtizné nebo
nemozné *vlaknité houby - vétsinou se urcuji predevsim podle mikroskopickych
znakl, v nékterych skupindch jsou cenné i znaky makroskopické (zbarveni kultury,
pudy pod ni, struktura a velikost kolonii apod.). *paraziti¢ti Cervi — nalez vajicek
se provadi mikroskopovanim vzorkt, vajicka obsahuji znaky umoznujici ¢asto urcit
primo druh.

Postup pri preparatu bakterialni kultury je velice uniformni:

« Na podlozni sklicko kdpneme (nejlépe mirné excentricky) malou kapku fyziologického

roztoku. (Vyjimkou je barveni na pouzdra, kdy takto kdpneme tus)

Bakterii odebereme vypélenou a ochlazenou klickou z kolonie.

Klickou kvedlame v kapce, a tim suspendujeme bakterie v roztoku.

Poté kli¢kou rozetieme suspenzi na vétsi plochu a nechdme zaschnout.!

« Po opravdu dikladném zaschnuti preparat fixujeme protazenim plamenem (nanese-
nymi bakteriemi nahoru). Kontrolujeme pokldadanim sklicka spodni stranou na hibet
ruky, mé palit, ale neudélat spaleniny (cca 60°C. Nedostatecné zahiati vede k tomu,
ze bakterie pri barveni ,,odplavou®. Pokud preparat zahtejeme prilis, dojde ke zménam
tvaru bunék (pripominaji kulicky ze zmackaného papiru) a nékdy i barvitelnosti.

* Poté barvime podle navodu prislusného barveni. Vétsina barveni je zalozena na obec-
ném principu, ze v prvni ¢asti postupu dojde k vybarveni urc¢itych struktur tak, ze
se nasledné neodbarvi (barvivo se k témto strukturam pevnéji vaze). Ty struktury,
které se v dalsi ¢asti postupu odbarvily, dobarvujeme na konec kontrastni barvou.

« Po skonceni barveni musime preparat nechat uschnout (zpravidla jej nakonec kratce
oplachujeme destilovanou vodou), nejlépe opteny stojici na hrané.

« Po dokonalém uschnuti (neni-li dokonale uschly, vadi kapicky vody a nejde se jich
zbavit) mikroskopujeme.

Mikroskopovani preparatu bakterialni kultury je opét velmi uniformni:
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Preparat zakdpneme imerznim olejem
Sklicko polozime na stolek mikroskopu a pripevnime.
« Vybereme nejsilnéji vybarvené misto na preparatu a do néj spustime imerzni objektiv.
Ten pozname zpravidla podle jednoho nebo dvou prstencitych prouzki.
Za kontroly zrakem mikrosroubem zvedame. Muzeme mirné pohybovat preparatem
(Srouby na stolku), abychom vidéli zmény sily svétla v zorném poli. Pti zvedéni sle-
dujeme okamzik, kdy vidime ostry obraz. Pokud ,prebéhneme®, spoustime objektiv
na sklicko opét pti pozorovani z boku. Vzhledem k pomalému pohybu se objektiv po-
hybuje znacnou silou (fyzika!) a viibec nemusime pii pohledu do okuléru a spousténi
na slepo pozorovat dosednuti na sklicko a pozname az jeho prasknuti. Takto se znici
preparat, ale muze dojit i k poskozeni objektivu!
« KdyZ se nam podaii zaosttit, posuneme preparat na néjaké 1idsi misto, protoze tam
jsou bunky typicky vybarveny (na prehusténém misté mohou byt Spatné vybarveny).
» Po skonceni mikroskopovani (zavér praktika) utfeme objektiv buni¢inou (existuji na
to i specidlni tkaniny).

1 Jakékoli pokusy urychlit schnut{ nahfivinim nad plamenem kahanu konéi zpravidla ,,rozvafenim® bakterii
na homogenni hmotu.
2 P P v . /.0 s . Vel s v
ozor na to, z které strany sklicka preparat je, mnoho preparatii, které ,nejdou zaostrit“ vznika prave
mikroskopovanim z rubové strany.



1.2 Stanoveni inhibujicich latek mikrobiologickou
metodou

Inhibice mikroba uc¢innou latkou v kulture se projevi zastavou jeho mnozeni, ptripadné
jeho thynem. Z tohoto hlediska rozlisujeme latky inhibujici a latky mikrobicidni. Nékteré
latky mohou mit v nizsi koncentraci inhibujici a ve vyssi mikrobicidni Géinky:.

Interakce probiha tak, Ze mame znamou latku a testujeme ji mikroba neznamych
vlastnosti, nebo mame mikroba zndmych vlastnosti (napt. sbirkovy kmen) a testujeme
jim pritomnost latek, které by ho mohly inhibovat.

V klinické mikrobiologii se provadi predevsim testovani izolovanych bakterii a dalsich
puvodci infekel zndmymi antibiotiky a chemoterapeutiky za ticelem stanoveni jejich citli-
vosti a nasazeni spravné (piipadné korekce stavajici) terapie. Postupy, pfi nichz se pomoci
velmi citlivych balkterii sledovalo napt. pronikani antibiotik do hnisu, likvoru apod. byly
zcitlivénim a poklesem ceny fyzikalné chemickych analytickych metod vytlaceny drive,
nez se dostaly do bézné praxe.

V potravinarské mikrobiologii se jako obecné inhibujici G¢inky materidlu (extraktui
z n&j) sleduje vyskyt antibiotik a chemoterapeutik napt. v mléce nebo mase. Nejde jen
o ochranu zdravi konzumenta, ale i o to, ze uvuslechtila mikrofléra, pouzivana k vyrobé
nekterych masnych i mlécénych fermentovanych potravin je zpraviodla velice citliva na
antibiotika a chemoterapeutika. Ty mohou narusit technologii i v koncentracich, které by
obecné pro konzumenta nebyly rizikové.

Historicky byly uzivany uvedené metody téz ke stanovovani nékterych mykotoxin,
protoze fada z nich mé antibiotické ucinky.

Uvedené metody lze s ispéchem vyuzit i v potravinarskych provozech, jednak na kon-
trolu uc¢innosti pouzivanych desinfekénich prostfedki vuci standardni mikrofléte (normy
definuji konkrétni druhy a nékdy i sbirkové kmeny, které maji byt k testovani i¢innosti
desinfeckénich prostredki pouzity). Takovyto postup zachyti napt. hrubé chyby pii pii-
pravé desinfekénich roztoki (nékdo se splete v desetinném ¢isle), zdménu surovin na jejich
pripravu apod. Lze testovat i pfimo mikroorganismy, které byly v prostiedi vyroby zachy-

Vv

na pouzivané desinfekéni prostiedky).

1.2.1 Jednotlivé metody

Obecné se déli tyto mikrobiologické metody na dvé skupiny. Prvni jsou metody dilucni,
pri nichz je mikrob aplikovan do fady roztoki, ziskanych fedénim puvodniho materidlu,
a sleduje se, zda roste nebo ne. Druhou jsou metody difiizni, které jsou zalozeny na diftizi
latky od mista aplikace ptidou, na niz roste mikrob. Se vzdalenosti od mista aplikace klesa
koncentrace latky a vysledkem je zpravidla (na Petriho miskach) vytvareni zény inhibice
ristu mikroba. Jeji velikost je imérna! mnozstvi aplikované latky, resp. jeji koncentraci
v roztoku. Velikost zén silné zavisi i na tloustce pudy v misce.

Diluéni metody nejcastéji vychazi z dekadicky fedéné zakladni koncentrace. Re-
déni provadime v bujonu vhodném pro rist uzitého mikrobialniho kmene. Do jednotlivych
roztoku pridame identické mnozstvi kultury mikroba a sledujeme rust (nejéastéji vznik
zékalu, usazeniny nebo blanky). V nékterych ptipadech je mozné odecteni usnadnit zave-
denim vhodného biochemického testovaciho systému (viz déle), ktery indikuje rist kmene
napt. zménou barvy pudy.

L Prémér zény zhruba linedtné koreluje s logaritmém mnoZstvi nanesené inhibujici latky.
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V pripadé sledovani pouze letdlniho uc¢inku mikroby z roztok po stanovené dobé
expozice (zpravidla minuty az hodiny) vyockujeme na rustové médium a sledujeme, ze
kterych koncentraci se jesté podarilo vyockovat zivotaschopné bunky.

Vysledkem uvedenych testl je minimalni inhibicni koncentrace, zkratka MIC.

Kominkova metoda je historicky nejstarsi metodou. Na povrch pidy v Petriho
misce se postavi duté valecky, ,. kominky*. Bud se spolehneme na jejich prilnuti k podlozce,
nebo agar s nimi prelijeme dalsi vrstvou agarové pudy ,top agar®. Do nitra valecki apliku-
jeme vzorky. Agar je bud predem potien kulturou mikroba, nebo je mikrob suspendovan
v top agaru. Sledujeme zony inhibice ristu.

Jamkova metoda spociva ve vykrojeni jamek do agaru (zpravidla do nich musime
nasledné kapnout kapicku rozehtaté pudy, aby roztok z jamky nevytékal skvirou mezi
pudou a dnem misky). Po aplikaci mikroba na povrch ptidy do jamek aplikujeme vzorek.
Protoze diftzni metody jsou obecné citlivéjsi tim vic, ¢im je puda tensi, hodi se tyto
metody na takové vzorky, kterych je zapottebi aplikovat velice mélo (setiny ml).

Diskova metoda spociva v aplikaci testovaného vzorku na povrch pudy nasdklého
do disku z filtra¢niho papiru vhodného priméru a sily! Mikrob je bud pfedem rozetien
po povrchu pudy, nebo je zakomponovan do top agaru.

Diskova metoda se standardné pouziva ke stanoveni citlivosti kment, zachycenych
z klinického materidlu. Mnoho vyrobcti dodava standardni antibiotické disky, které se
bud kladou na povrch pudy rucéné, nebo se pouzivaji vhodné aplikdtory (nékdy i takové,
které vlozi na povrch soucasné vice ruznych diskiu). Nékdy se setkdme i s prouzky, na
nichz koncentrace antibiotika plynule nartistd od jednoho konce ke druhému. Vznika zéna
inhibice riistu zhruba trojihelnikového nebo lichobéznikového tvaru a podle mista, kde
prekroci zadanou sitku, se stanovuje citlivost mikroba.

Rada vyrobet téz doporucuje konkrétni kmeny ze svétovych sbirek na testovani svych
diskit (kmen ma kolem disku s konkrétnim antibiotikem za stanovenych podminek vytvo-
zit zénu inhibice rustu v zadaném rozmezi prameéru).

Metoda je v nékterych skupinach bakterii pouzivana i jako diagnosticky test, protoze
napr. puvodci kapavky a puvodci meningitidy se od podobnych G- diplokoki (nepatogen-
nich, ale také se vyskytujicich v klinickém materialu) lisi citlivosti na nékterd antibiotika.
Vice nez sto let je znama vysoka citlivost Straptococcus pneumoniae na chemoterapeu-
tikum optochin a disky s touto latkou se uzivaly k jeho diagndze. Pokud se ocekavala
pritomnost tohoto patogenu, vkladaly se uz do kiizového roztéru pti primarnim zachytu.

1.3 Druhy kultivace
Z hlediska vztahu ke kysliku se bakterie déli na:

*aerobni vyuzivaji kyslik ke svému metabolismu a bez jeho pfisunu zastavuji
rust a mnozeni *fakultativné anaerobni maji schopnost jak aerobniho tak i anae-
robniho metabolismu *aerotolerantni pritomnost kysliku jim nevadi, ale nevyuzi-
vaji ho ve svém metabolismu *anaerobni kyslik je pro né jedovaty

7, praktického hlediska jesté rozeznavame skupinu mikroaerofilni, které rostou pri
snizené tenzi kysliku. Patii sem jak nékteré fakultativné anaerobni, tak i nékteré aeroto-
lerantni nebo nikoli striktné anaerobni bakterie.

Aerobni kultivaci provadime bézné v termostatu.

L Pro semikvantitativni stanoveni nékdy staci, kdyz zndme nasdklivost roztoku vzorku do materidlu z
néhoz je dosk tvoren (vztazenou zpravidla na cm?), a zname plochu disku. Poté stadi disky namdacet ve
vzorku a po okapnuti poklddat na povrch pudy.



Mikroaerofilni kultivace se provadi v béinych anaerostatech (a existuji dokonce i
vaky s vyvije¢em plynu na jednoduchou ,,anaerobni kultivaci. U klasickych termostati
se pouzivala k odstranéni ¢asti kysliku svicka (hotlaviny jako etanol by byly nevhodné,
protoze v zavéru horeni by v prostoru vznikal aldehyd a kyselina s baktericidnimi a¢inky).
Obdobného efektu (lze to kombinovat) se dosdhne smési pyrogallol - hydroxid sodny (v
silné alkalickém prostredi pyrogallol oxiduje a odebira na tento proces kyslik z prostredi).

Existuji i specialni bujony s latkami pohlcujicimi kyslik, které nality do vyssi vrstvy
ve vysoké zkumavce (sloupec pudy vyssi nez 10 cm) zajistuji pti hladiné anaerobni a pti
dné mikroaerofilni prostfedi. Promichévani pudy zajistuje maly pfidavek agaru (mensi nez
u pud na pohyblivost). Aerobni x anaerobni prostfedi je indikovano vhodnymi ldtkami,
které v pritomnosti kysliku méni barvu.

Fortnerovy plotny predstavuji utésnéné Petriho misky, z jejichz vnitiniho prostredi
je kyslik vypotiebovan bakterii Serratia marcescens. V klasickém provedeni se misky
polozily na sklenéné desticky a utésnily smési vazeliny a parafinu, pricemz na ¢ast plochy
pudy v misce se vysadila Serratia a na zbytek vzorek nebo kultura. Lze téz spojit dvé
dna misek, nebo pidu pro Serratii vylit na vicko. Tésnéni se da provést ponorenim do
parafinu (opakovanym), ktery je pevnéjsi nez smés s vazelinou.

Hluboko anaerobni podminky jsou dosahovany ve specialnich anaerostatech, které
jsou dlouhodobé proplachovany smési plyni (COq a nékteré dalsi). Material je do nich a
z nich prenasen skrze turnikety a ockuje se prfimo v nich klickami vypéalenymi elektrickym
proudem.

V malém lze podobného efektu dosdhnout kultivaci v lahvickach od injekei (s gumo-
vim uzavérem), piida v nichZ je probublavana z bomby (Ize pouZit i Kipptiv p¥istroj)
Na zavér (probublavéni trva az desitky minut) se hrdlo lahvicky i se zatkou opakované
ponoti do roztaveného parafinu.

Pro uvedené silné anaerobni podminky se pouzivaji specialni pudy, u nichz je pocitano
s vysokou koncentraci oxidu uhli¢itého (normélni pudy by se netnosné okyselily). Tyto
pudy jsou ristové velice bohaté, obsahuji fadu vitaminti a dalsich ristovych faktori; velice
castou slozkou pud pro kultivaci extrémnich anaerobti z traviciho tstroji je bachorova
tekutina z kravy.

1.4 Sporotvorné mikroorganismy

Prestoze existuje dale popsané barveni na spory, pro detekci vyskytu spor v potravi-
narskych vzorcich se nepouziva. Spory jsou detekovany na zakladé obecného postupu,
kterym zlikvidujeme vegetativni formy mikrobii a to, co prezije a vyroste, jsou organismy
vykli¢ené ze spor.

Obecné se pouziva teplota 70 °C, a expozicni doba (pro vzorek ve zkumavce) 30
minut, v odivodnénych pripadech lze pouzit i vyssi teplotu a delsi expozici.

Detekce zivotaschopnych spor ma v potravinarskych vyrobcich vyznam tam, kde
potravina nebo potravinova surovina je uchovavana pri teplotach umoznujicich rast mik-
roorganismu a soucasné neobsahuje latky inhibujici vykli¢eni spér (napt. kyselina octova
nebo kyselina mléén4).

1 Uzavér tedy musime probodnout dvéma jehlami, jednou, kterd jde co nejhloubéji do kapaliny v lahvicce,
aby doslo k porobublavani a strhavani kysliku z pudy, druhou jen skrze zatku, aby plyn z lahvicky odchéazel.
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1.5 Biochemické vlastnosti mikroorganismii

Biochemické vlastnosti mikroorganismt jsou zajistovany enzymy, které jsou genovymi
produkty. Z toho plyne, Ze maji vztah ke genetickému materidlu mikroorganismu. Né-
které biochemické vlastnosti jsou posléze natolik specifické, ze se vyskytuji pouze (nebo
predevsim) u nékterych skupin mikroorganismt a mohou byt z tohoto diuvodu vyuzity k
jejich diagnoze.

Testy jsou jednak klasické (které byly rozvijeny ve druhé poloviné 19. a ve 20. stoleti),
jednak rtzné rychlotesty, vyvijené od poloviny 20. stoleti dosud.

Klasicky test predstavuje kultivaci mikroba na pidé vhodné pro jeho rist, pricemz
tato puda obsahuje substrat vhodny pro sledovanou biochemickou reakei (v nékolika malo
pripadech jsou jim standardni komponenty pudy) a v fadé pripadu i ¢inidlo, které zménou
barvy signalizuje probéhnuti (neprobéhnuti) reakce.

1.5.1 Rust mikroba

Jiz samotny rtst mikroba miize byt diagnosticky uzite¢ny. Rozeznava se zpravidla rist
pti chladnickové (4 °C) — pokojové (20 °C) a télesné (37 °C) teploté. Rist zpravidla dete-
kujeme pohledem jako vznik viditelnych kolonii do urc¢ité doby. Ristem pfti chladnickové
teploté se vyznacuji napt. listerie. Naopak meningokoky a gonokoky maji tizké pasmo
teploty rtstu kolem 37 °C, takze vznik nartstu zachycenych mikrobti pti teploté 20 — 25
°C vede k zavéru, ze izolat nepatii k uvedenym patogentim.

Pohyblivost muze byt chapana jako vlastnost souvisejici s ristem. Detekuje se na
pudach rosolovité konzistence (0,1 — 0,2% agaru), v nichz nepohyblivé mikroby vytvori
masivni narust v misté ockovani (pudy byvaji ve zkumavkach a ockuji se hlubokym
vpichem) a zbytek pudy je sklovité ¢iry, zatimco pohyblivé se aktivné rozlézaji pudou a
vyvolaji jeji opalescenci az zakal. I pohyblivost mize byt limitovana teplotou (nejcastéji
se testuje pti 37 °C, ale nékdy ma diagnosticky vyznam rtzna pohyblivost pii pokojové
a télesné teplote.

Rist v pritomnosti inhibujicich latek casto pouzivanym testem u G- tycek je
rust v pidé s obsahem KCN. Nékteré koky a G+ bakterie se diagnostikuji na zakladé re-
zistence nebo naopak vnimavosti viuci nékterycm antibiotiktim nebo chemoterapeutiktim.

Rizné rastové naroky skupin mikrobt zplisobuji, Ze pro jednotlivé skupiny musi
byt zaklad diagnostickych ptd rizny, pro rastové narocnéjsi skupiny bohatsi, protoze
jinak dojde k falesné negativnim vysledkim (mikrob na ptidé nenaroste a jeho vlastnosti
se neprojevi). V ptipadé pochybnosti je nutné vyzkouset na zakladu pudy, bez substratu
a indikatoru, zda mikrob na takovéto pudé vibec roste.

1.5.2 OF — test

Do bujonu s glukosou (tu jsou schopny zpracovat prakticky vSechny organismy, které néjak
zpracuji sacharidy) dame indikétor zmény pH a polovinu bujonu pfevrstvime parafinovym
olejem. Testované kmeny vyockovavame do jedné zkumavky bez oleje a jedné s olejem.
Pokud naockovany mikrob zméni pH v obou zkumavkach, tak fermentuje i na vzduchu, i
bez, pokud jen ve zkumavce bez parafinu, potiebuje k metabolismu vzduch, pokud jen pod
olejem, pak je anaerobni a fermentuje. Pokud nezméni pH nikde a pritom roste (déla se
zékal), patii mezi nefermentujici organismy, které se urcuji podle speciélnich testt. Pokud
neni narust, muze se jednat o organismus s vyssimi naroky nez splinuje nas bujon, nebo
natolik striktniho anaeroba, Ze mu pouhé prekryti bujonu parafinovym olejem nestacil.

I To bychom ov§em méli byt schopni uréit podle zptisobu jeho zachyceni.
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1.5.3 Zkvasovani cukru

Zkvasovani cukri je obligatné detekovano na zakladé zmeny pH, indikdtorem pH kom-
ponovanym primo do pudy. Protoze existuji biochemické alternativni cesty zkvasovani,
pricemz pri jedné vznika paralelné s kyselymi odpadnimi produkty plyn a ve druhé ne,
byva u nékterych cukri paralelné detekovana tvorba plynu.

Nejcastéji se zkvasovani provadi v zivném bujonu, do néhoz bylo pridéno 1% testo-
vaného sacharidu a indikdtor pH (nejcastéji bromthymolova modf).

1.5.4 Rozklad nékterych latek

Rozstépeni mocoviny Rozstépenim mocoviny vznika oxid uhli¢ity a amoniak. Vysled-
kem je alkalizace pudy, detekovand opét indikatorem pH.

Dekarboxylace aminokyselin Nékteré aminokyseliny jsou charakteristicky dekar-
tickym uceltim jsou uzivany predevsim aminokyseliny arginin, lysin a ornitin.

Rozklad zelatiny Klasické testy pripravovaly smés zivné pudy se zelatinou na
Petriho misce. Po nékolika dnech kultivace (charakteristicky 5) se ptuda polila roztokem
sublimétu (HgCly) ve vodé a narusend zelatina se odlisila od nenarusené (mimo kolonie).
Pozdéji byly vyrabény zelatinové disky s aktivnim uhlim. Kultivovaly se v peptonovém
bujonu cca dva dny a v pripadé pozitivity (rozklad zelatiny) se zatfepanim uhli uvolnilo
a vytvorilo ¢erny zdkal. Protoze tento test trva velice dlouho, pouziva se jen vyjimecné.

1.5.5 Tvorba nékterych latek

Tvorba sirovodiku je podminéna piitomnosti vhodného substratu (nejcastéji thiosiran
sodny). Detekce je mozna solemi Zeleza nebo olova. V obou piipadech vznikd Sedé az
cerné zabarveni, dané vznikem prislusného sirniku. Vyrazny rozdil je v citlivosti. Soli
zeleza zachyti vyraznou produkci sirovodiku, zatimco octan olovnaty sedne i ptfi malych
kvantech. Proto pro oba detekéni systémy existuji oddélené tabulky.

Tvorba indolu nepotiebuje néjaky specialni substrat, postacuje i peptonovy bujon.
Pro indol bohuzel neexistuje cinidlo, které by se pridalo pifimo do pudy, ale po ukon-
¢eni ristu do pudy (pouzivaji se bujony nebo rosolovité ptdy) priddme Ehrlichovo nebo
Kovéczovo ¢inidlo!

Neutralizace vznikajicich kyselin tvorbu alkalickych produkti je schopna za-
chytit reakce s metylenovou cerveni po ukonceni ristu.

Tvorba acetoinu signalizuje kvaseni bez vyrazné zmény pH. Detekuje se Voges -
Proskaurerovou reakci po ukonceni kultivace.

1.5.6 Utilizace nékterych latek

Utilizace nékterych organickych latek je detekovana jejich nabidkou jako jediného zdroje
uhliku. Je uzivana jednak utilizace organickych kyselin, jednak nékterych cukrii.
Utilizace citratu je detekovana na pudé podle Simmonse, kterd ma vybalancované
pH. Spotiebovanim citratové zlozky z citratu sodného se médium alkalizuje.
Utilizace cukri je necastéji detekovana pomoci auxanogramii. Vétsi uplatnéni nez
u bakteril nachazi u kvasinek. Agar na cukrové auxanogramy neobsahuje zadny zdroj uh-
liku. Je vylit na Petriho misce. Na jeho povrch je masivné rozetiena kultura, po vaschnuti

L Slozeni je podobné, lisf se piedeviim rozpoustédlem p-dimetylaminobenzaldehydu, v Ehrlichové ¢inidle
je etanol (proto se misi s vodou), v Kovdczové amylalkohol (nemisi se s vodou). Dle mych zkusenosti je
odecitani zbarveni Kovaczova ¢inidla snadnéjsi.



inokula ddvame na povrch malé hromadky jednotlivych cukri (na misku se jich vejde 6
- 7)! Umisténi cukrii si oznac¢ime na spodni strané misky. Po cca 5 — 7 dnech je vidét
kolem utilizovanych cukr nartst jako zakaleni povrchu pudy.

U kvasinek 1ze podobnym zplisobem vytvaret auxanogramy na zdroje dusiku nebo i
nékteré vitaminy.

1.5.7 Rychlé a kompaktni testy

Pro nékteré vlastnosti byly vyvijeny ,rychlotesty uz hluboko ve 20. stoleti. Posledni
¢tvrtina minulého stoleti prinesla soustfedéni testii na kompaktni desticky, umoznujici
soucasné urceni celé baterie testii a u vice kment soucasné. Uvedené sady jsou vyrabény
fadou vyrobct? v riznych tpravach. Testy jsou zpravidla vyrabény pro konkrétni skupinu
(enterobakterie a pribuzné, g+ koky, g+ tycky apod.). Bakterie se vyockovavaji masivné
(v nékterych piipadech je zapotiebi jejich predpéstovani v ¢isté kultute) ze suspenze
ve fyziologickém roztoku. Nékteré testy se zakapavaji parafinovym olejem pro zajisténi
mikroaerofilnich podminek. Na konci inkubace pti 37 °C se do nékterych testii prikapavaji
¢inidla, ktera jsou soucasti sady.

Vyhodnocenim testii obdrzime pro ,rucni praci“ ciselny kod, ktery porovnavame s
kody v dodavaném manuélu. Dalsi moznosti je nasazeni vypocetni techniky, kterd nachazi
nejlepsi shodu vysledka s databéazi. V takovém pripadé je vysledkem casto ,nabidka“
vice mikrobti s pravdépodobnosti vyjadienou v procentech. V nékterych pripadech lze
dohledat i neprovedené testy, které by mezi nabizenymi mikroby rozhodly.

Dilezité je, ze tabulky pro vyse uvedené klasické testy a pro mikrotesty nejsou zcela
zameénitelné, predevsim klesd pravdépodobnost pozitivity nékterych testi pro pomaleji
metabolizujici druhy, které pak na destickach vychazeji negativni a v klasickych testech
mohou byt pozitivni. Nejsou ani zcela prevoditelné sady a vyhodnocovaci prostredky
(tabulky, pocitacové programy) mezi riznymi vyrobci.

! Hromadky skute¢né museji byt malé, tak 1 - 2 mm?, jinak dojde k vytazeni vody z agaru a rozliti
sirupovité kapaliny po jeho povrchu a sliti jednotlivych naruastu.

2 Na trhu se udrzela i Lachema Brno, spolupracujici s Ceskou sbirkou mikroorganismii, spadajici pod nasi
univerzitu.
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Kapitola 2

Postupy prace

2.1 Elementarni postupy (Postupy jsou popsany pro
pravika, levak je déla zrcadlové.)

Plyn K

Kahan ma proti privodu plynu kohout K. Tim je regulovana velikost plamene. Pt jerho
dotazeni zlistane horet jen vécény plaminek VP na horni ¢asti kahanu. Pravod vzduchu
je Tizen kruhovym uzévérem V. Kahan zapalujeme pfi uzavieném privodu vzduchu a po
zapaleni teprve ptidavame vzduch dle potieby
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Nejnize nad dstim kahanu je oblast, v niz je pouze plyn A. Zde je nejnizsi teplota. S
ni sousedi oblast B, kde je naopak teplota plamene nejvyssi. V oblastié C vyse je teplota
plamene nizsi.
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2.1.1 Vypalovani klicky

| =
™ D

Klicku rucné vypalujeme vzdy v poloze sikmo dolii, aby se ¢astecné ozehla i kovova ¢ast
rukojeti B. Zrakem kontrolujeme jeji rozzhaveni do rudého zaru. Poloha A je Spatné,
protoze je klicka ve chladné oblasti plamene. Nedrzime ji vodorovné (poloha C), v tom
pripadé je jeji ¢ast v plameni kahanu prilis kratka. Polohu D pouzivaji nékteré automaty
na vypalovani klicek. Je + ekvivalentni poloze B.

2.1.2 Odebrani bakterii z bujonu / suspenze

Klicku namoc¢ime do bujonu, aby byl ponoreny cely zatoceny konec. Pti velkém objemu
bujonu (mimilitry) ji mzeme ponofit ihned po vypéleni. Pfi malém objemu (kapka)
musime nechat klicku nékolik sekund vychladnout, protoze jinak bychom zahtali kapalinu
az na teplotu neslucitelnou s prezitim vegetativnich bunék.
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zlumavlca

zatla f

Zkumavku s bujonem uchopime do pravé ruky. Mezi malicek a dlan sevieme zatku a
vytahneme. Odzatkovanou zkumavku uchopime mezi palec a ukazovacek a pravou rukou
s klickou z ni mtzeme nabirat.

Zazatkovani provedeme bud v opacném gardu (zkumavku uchopime tou rukou, v niz
drziéme klicku), nebo zkumavku postavime do stojanku a zazatkujeme.

Je vhodné se pred timto manévrem, jeSté nez vypalime klicku, presvédcit o tom, ze
zatka neni pripec¢end a pokud je, tak ji uvolnit obéma rukama.

2.1.3 Odebrani bakterii z pevné puady

Vypélenou klicku nejprve ochladime v holém (bez nértstu) kousku ptidy. Potom nabereme
kousek kolonie.

Pokud odebirdme z pevné pudy ve zkumavce (Sikmy agar) postupujeme pri jejim
otevirdni a zavirdni jako vyse!

Petriho misku nejlépe polozime dnem vzhtru. Do levé ruky uchopime dno misky,
zvedneme, otoc¢ime, nabereme bakterie, hned misku polozimer zpét na vicko. Tim se
redukuje riziko kontaminace kultury spadem ze vzduchu.

1 Neni-li $ikmy agar tplné zaschly, je na dolnim konci ptidy kondenzovana péra, kterd miize vytéci ze
zkumavky stejné jako bujonova kultura.
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2.1.4 Ockovani na pevnou pudu

Na pevné pudé provadime nejcastéji kiizovy roztér (viz obrazek). Kousek kolonie roze-
tteme do 1 — 2 cm c¢arky pri okraji misky. Poté klicku vypaléme. Ochladime ji na misté
bez roztéru a kiizem pres prvotni roztér provedeme druhotny. Opét klicku vypalime,
ochladime a provedeme roztér tretiho radu, pripadné stejné i ¢tvrtého.

Na sikmy agar ve zkumavce ockujeme , hadovitym® roztérem, ktery ukoncujeme vpi-
chem do dolni ¢asti pudy (neni-li to néjaka specidlni puda, vyzadujici zvlastni techniku
ockovéni).

Petriho misky i zkumavky otevirame stejné jako misky a zkumavky s kulturou a
jen na nejkratsi nutny okamzik, aby do nich nenapadaly vzdusné mikroby. Bakterialni
a kvasinkové kultury vétsinou kultivujeme vickem dolua, vlaknité mikroskopické houby
vickem nahoru.
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2.1.5 Ockovani do bujonu

Zkumavky otevirdme jako zkumavky s kulturou a stac¢i ponoteni klicky do bujonu.

2.1.6 Dekadické redéni

T A T

il

Nachystame prislusny pocet zkumavek. Obsahuji 0.9 potiebného objemu. (Pokud se jednéa

vvvvvv

zivame k Tedéni (bujon, fyziologicky roztok). Do prvni zkumavky priddme 0.1 potfebného
objemu vzorku / kultury (nebo nééeho jiného, co fedime). (V pripadé zkumavek po 4,5 ml
to bude 0,5 ml.) Obsah zkumavky dobfe promichdme (nékolikerym nasatim do pipety a
vypusténim), potom stejny objem prepipetujeme do nasledujici zkumavky, promichame,
prepipetujeme do dalsi atd.

Naprosto stejné mizeme délat i tfeba bindrni fedéni nebo fedéni v jiném poméru,
nicméné dekadické se uziva zdaleka nejcastéji.

2.1.7 Aplikace mikroba na povrch ptdy

Potfebné mnozstvi suspenze mikroba napipetujeme sterilné na povrch pudy (nejlépe
zhruba uprostied) a sterilni hokejkou dikladné a opakované rozetteme po celém povrchu.
Pti aplikaci vétsich objemil nechavame nékdy povrch ptidy vyschout s pootevienym vic-
kem v neprasném prostredi (nejéastéji v termostatu).

2.1.8 Aplikace mikroba do agaru

Na stied prazdné misky napipetujeme potrebné mnozstvi suspenze (kultury apod.). Zali-
jeme agarovou pudou ochlazenou na 45°C (teplejsi by mohla usmrtit vegetativni buriky).
KrouZivym pohybem opatrné rozmichame (kritické je jednak dostatecné rozmichéni, jinak
vznikne ,ostrov slitého nartustu, jednak vyliti kapalné pudy pres okraj misky.

2.1.9 Odecteni velikosti zoény inhibice rastu

Pres stied mista, kde byla aplikovina testovaci latka (stfed disku, kominku, jamky) mé-
fime tii praméry od nejblizsich vyrostlych kolonii na jedné strané k nejblizsim vyrostlym
na strané protéjsi, prumeéry sviraji tthel cca 60°, z namétrenych hodnot vypocteme prumer.

2.1.10 Odecteni poctu kolonii na misce

Na spodni strané dna Petriho misky si fixem na sklo délame pod koloniemi znacky, vzdy
devétkrat tecku a jednou kolecko. Nakonec spocteme kolecka (desitky) a pripocteme, co
nam zbylo do jiz nenamalovaného kolecka (jednotky). U velmi hustych naristi po¢itame
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jen na ¢tvrtiné dna (rozdélime kolmicemi pred stied). Pokud se zjevné nevejdeme do
rozmezi 50 - 500 u bakterii a 50 - 150 u plisni, nema vétsinou cenu pocitat U mensich
poct je vétsi zatéz chybami v fedéni apod., u velkych zase dochézi k inhibici mikrobti a
tomu, ze nékteré kolonie nenarostou do viditelné velikosti.

2.1.11 Sikmeni agart

Agar zpravidla jiz pred sterilizaci rozplnime do zkumavek. Po sterilizaci jesté tekuty
ukldaddame do témér vodorovné polohy (aby vznikla silné nasikmena hladina), opfenim o
vhodny predmét (idedlni je tycka cca 2 cm vysoké se zarezy na jednotlivé zkumavky). Po
ztuhnuti ukladdame do lednice nebo ockujeme.

2.1.12 Vylévani agaru na misku

Banku s ptidou uchopime do ru¢niku nebo utérky, drzime za smotanou latku. Misky
si pripravime do fady podle kraje stolu. Pti vylévani vzdy jen nadzdvihneme vicko a
vylejeme ptdu (zpravidla odhadem). Pro nalévani presného mnozstvi pouzijeme sterilni
odmérny valec. Vylévame-li do sklenénych misek, miizeme nasledné odstranit bubliny na
povrchu pudy jeho prejetim plamenem kahanu, na plastovych to nejde.

Misky i agary vzdy popisujeme — na jednotlivé kusy druh pudy a alespon na baleni
(sdcek se zkumavkami nebo miskami) i datum.

2.2 Barveni podle Grama

Gramovo barveni predstavuje zakladni barveni v bakteriologii. Veskeré bakterie se déli
na tii skupiny:

1. Gram pozitivni (G+) Mezi néz patii bakterie s ponékud jednodussi stavbou bu-
nécné stény. Tato sténa obsahuje polysacharidy, které vytvareji s gencianovou violeti
a jodem komplexy nerozpustné v etanolu (acetonu).
v ni vice lipidi. Gencidnova violet se na né nenavaze a vymyje se.

3. Gram nebarvitelné Nékolik malo skupin bakterii se nevybarvi zaddnym z barviv
zahrnutych do tohoto barveni ! a musi byt zobrazovany pomoci velice specidlnich
zobrazovacich postupti.

Gramovo barveni je dilezité i pro diagnostiku, véetné rozhodovani o tom, jaké dalsi
kultivacni a diagnostické postupy budou pouzity. Jeho bezpecné zvladnuti patii k zakla-
dim laboratorni prace v mikrobiologii.

Pouziva se k diagnostice ¢istych kultur, jednotlivych kolonii, i surového materialu,
jako jsou vytéry z télesnych otvorti, vzorky patologickych tekutin apod.

Urtéita zkusenost je nutna nejen pri barveni, ale i pti vyhodnocovani preparati. Velmi
mladé a velmi staré kultury se mohou vybarvovat ,Gram labilné“ (G+), tj. v preparatu
vidime bunky G+ i G-, pripadné bunky strakaté.

Postup prace:

1. Preparat prevrstvime Gram I na dobu 20 sekund

2. Gram I slijeme, preparat splachujeme Gram II pokud se déla zlatava vrstvicka, pak
nechame stat na preparatu do thrnné doby 20 sekund

3. Kapeme na sikmo drzené — polozené sklicko etylalkohol nebo aceton do té doby, nez
prestane odtékat barva, resp do 20 — 30 sekund

A zadnym z dalsich béznych barviv.
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4. Oplachneme vodou
5. Prelijeme na 30 — 60 sekund Gram IV
6. Osusime a prohlizime

“\.‘«

[ 4
'I

V mikroskopu mizeme vidét velké eukaryontnié burnky, i s vice jadry (vpravo dole),
dvojité bakterie (diplokoky) vpravo nahote, fadky ruzné velkych koku uprostied a vlevo
nahote i ty¢inkovité bakterie (vlevo dole).

2.3 Acidoresistentni barveni

Barveni je zalozeno na principu tepelné fixace barviva do bakteridlni stény, ktera je tak
pevnd, ze vzdoruje i ndslednému vymyvéani kyselym etanolem (proto acidoresistentni)

Acidoresistentni barveni ma predevsim klinicky vyznam. Historicky se pouzivalo ke
hledédni mykobakterii v klinickém materidlu (predevsim Mycobacterium tuberculosis). To
ma svilj vyznam i ted, protoze kultivacni a dalsi techniky prikazu téchto bakterii maji
sice vyssi zachytnost, ale trvaji déle (i nékolik tydni), zatimco priprava a prohlédnuti
preparatu jsou otazkou desitek minut a v pripadé pozitivity je mozné ihned zahajit cilenou
lécbu.

Vedle mykobakterii se acidoresistentné vybarvuji i nékteré zralé askospory. Vhodnym
modelovym objektem (i napf. pro vyuku na stfednich skolach) jsou kultury Saccharomy-
ces cerevisiae (tedy kvasinek pekaiského drozdi), protoze jde o nepatogenni organismus.
Kultury je nutno péstovat cca tyden na specialnim agaru, aby dobfe vysporulovaly.

Postup prace: Preparat se doporucuje umistit na sklicko k jednomu konci

1. preparat po tepelné fixaci prevrstvime karbolfuchsinem s fenolem, trikrat po sobé
zahiivame tak dlouho, az z néj zac¢ne jit para, celkem 3 — 5 minut!

2. preparat se oplachne kyselym alkoholem (postup oplachovani se stejny jako u Gra-
mova barveni)

3. preparat se oplachne vodou

4. preparat se prevrstvi na 10 — 30 sekund roztokem malachitové zelené

Tomuto postupu se tika ,moreni®.
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5. znovu se oplachne vodou
6. osusi se stanim na hrané na teple

;ﬁ \

A
|

Mofteni preparatu

2.4 Barveni na pouzdra

Pouzdra (jejich pritomnost nebo nepritomnost) maji diagnosticky vyznam uvnitt nékte-
rych skupin bakterii (napf. rod Klebsiella). Pouzdra se skladaji ze slizovitych latek, které
se uplatnuji v potravinarstvi. Zajistuji zahusténi vyrobku a , mastnou® chut i u nizkotuc-
nych vyrobki.

.Skolskou® bakterii s pouzdry je Azotobacter sp., ktery patif k bézné ptdni mik-
rofléte. Jeho zachyt se provadi na specidlnim agaru bez zdroju dusiku (protoze bakterie
je schopna vyuzit dusik ze vzduchu, takze roste i zde, na rozdil od konkurence). Tyto bak-
terie jsou symbionty nékterych bobovitych rostlin a zajistuji jejich realtivni nezavislost
na pritomnosti slouc¢enin dusiku v pude.

V zimnim odobi, na néz toto praktikum pripadd, byvaji s izolaci azotobakteru pro-
blémy a izolace z kvétinact od pokojovych rostlin nebyva jista.

Pro potieby praktik jsme vyzkousSeli jako velmi dobry model bakterie z povrchového
mazu syru (typu Zlato nebo Romadur) nebo syrecki.

Postup prace (puvodni, z literatury):

. suspendovat kulturu v kapce destilované vody na sklicku

. pridat nigrozin (tus)

. tence rozetfit druhym sklickem

nechat zaschnout, protahnout plamenem

. barvit metylénovou modii s KOH 3 — 5 min

. slit barvu a kapatkem ve vodorovné poloze dest. vodou oplachnout sklicko, nechat ve
svislé poloze uschnout

O U W N

V praxi se nam pri praci s kulturami osvédcéilo body 1 — 3 spojit a suspendovat kousek
kolonie v kapce tuse a kapku nakonec primo klickou rozettit na vétsi plochu. Oplachovani
(bod 6) je kritické v tom, ze pokud je prili§ razantni, vrstvicka zaschlé tuse odplave i
s bakteriemi. Pouzdra jsou nejlépe viditelnd na stfedné hustych mistech preparatu jako
svetlé (nékdy nartuzovélé) dvorce kolem modrofialové vybarvenych bunék.

2.5 Barveni na spory

Sporotvorné bakterie maji zna¢ny vyznam v potravinarstvi, spoc¢ivajici v tom, ze spory
preziji bézné konzervacéni postupy a mohou nasledné znehodnotit hotovy vyrobek nebo
polotovar. Tvorba spor za definovanych podminek je rovnéz cennym dignostickym zna-

kem.
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Barveni na spory se uziva na detekci spor v bakteridlni kulture. Neni mozné ho
pouzit na detekci spor v béznych potravinach, leda by na nich byl natolik mohutny
narist, ze by mél vlastnosti prakticky stejné jako ¢istd kultura.! Na detekei jednotkovych
pocti spor v obsahu konzervy mikroskopovani uzit nelze.

Spory jsou nékdy vidét i v Gramové barveni jako odlisné vybarvené casti bunék
(spora je G+, odumirajici zbytek vegetativni bunky je G+). Pfipadné vidime vétsi zbytky
vegetativnich bunék a mezi nimi mensi spory.

Spora se na zacatku svého vzniku vyznacuje odlisnou barvitelnosti. Na zavér miize z
bunky vypadnout a zanechat po sobé nevybarvovanou diru.

Pti barveni na spory se mohou spory vybarvovat s rtiznou intenzitou v zavislosti
na stadiu jejich vyvoje. V preparatech, kde se spory teprve tvori, vidime zbarvenou c¢ast
bunky, ve velmi starych preparatech zase vidime jiz jen spory, protoze vegetativeni bunky
se rozpadly.

Postup prace

1. Pripravit preparat z kultury, radéji k jenomu konci sklicka a fixovat

2. Prelit 5% roztokem malachitové zelené a tiikrat zahiivat do vystupu par, podobné
jako u acidoresistentniho barveni

. oplachnout vodou

. prelit 5% roztokem eosinu

5. oplachnout vodou, osusit

=~ W

L Mél jsem moznost asi dvakrat v zivoté vidét konzervu — rybi maso v oleji, kde v oleji plavaly cca 2 — 3
mm velké kulicky, kolonie bakterii, které obsah konzervy znehodnotily.
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Kapitola 3
Receptury

Prestoze vétsinu barviv a ptid 1ze v dnesni dobé nakoupit jako komercéni produkty, uvadim
slozen{ alespoti nékterych. Uplné viechny z uvedenych materiali se bézné nedaji nakoupit
a navic je vhodné v pripadé néjakych ,zahadnych® problémt porovnat se zakoupenym
vyrobkem vyrobek vlastni, vyrobeny ze zakladnich surovin.

3.1 Receptury barviv
Metylénova modr s KOH. Smisime

1. Nasyceny roztok metylénové modii v etanolu® 30 ml
2. Destilovana voda 99 ml
3. Vodny roztok KOH 1%

Metylénova modF pro vitalni barveni. Odvazit presné 10 — 20 mg (na desetiny
mg) metylénové modii, rozpustit ve vodé (cca 5 x ml, kolik bylo mg metylénové modii),
po rozpusténi a filtraci pridat vodu tak, aby vysledny objem roztoku byl desetkrat tolik
mililitri, kolik bylo metylénové modii miligram.

Barveni podle Grama

1. Gram 1

+ Krystalova nebo gencianova violet 5 g + 96% etanol 200 ml
Nechat stat pres noc v termostatu v dobte uzavrené lahvi, druhy den zfiltrovat
a pridat:
+ 1% roztok stavelanu amonného v dest. vodé 800 ml

2. Gram 2 (solutio Lugol)

« J6d 1 g + 1% roztok KJ v dest. vodé 200 ml
Lugoluv roztok je nestabilni na svétle, nelze ho delsi dobu (tydny) uchovavat
v plastovych lahvickach.

3. Gram 3
Spiritus cum benzino nebo aceton?
4. Gram 4
2.5% roztok safraninu v 96% etanolu 10 ml + dest. voda 100 ml

Barveni podle Ziehl — Neelsena
1. Karbolfuchsinovy roztok:

« Komponenta a: 10g fuchsinu rozpustit v 100 g (!) 96% etanolu
« Komponenta b: 50g krystalického fenolu rozpustit ve 200 ml dest. vody a po
rozpusténi doplnit na 1000 ml
Po filtraci obou komponent smisit 1 dil a a 9 dili b

L Staéi Spiritus cum benzino, nasyceny roztok vznikne tak, ze ve smési rozpoustédla a rozpousténé sub-
stance zustava ¢ast substance trvale nerozpusténa.
2 Vzhledem k razantnimu zdanéni (a tim i zdraZeni) i denaturovaného lihu vychézi aceton nyni levn&ji.
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« Kysely alkohol!

« HCI 25% 3 ml
* etanol 96% 97 ml

2. Roztok malachitové zelené
1,2% roztok malachitové zelené ve vodé

Barveni na pouzdra

* Roztok nigrozinu: nigrozin 10 g + voda dest. 100 ml
Misto originalni receptury se nam vice osvédcuje rysovaci tus
» Metylénovd modi s KOH (viz vyse)

Barveni na spory

« 5% roztok malachitové zelené ve vodé
« 5% roztok eosinu ve vodé

3.2 Receptury puad

Puada pro Paramecium caudatum

PsSeni¢né zrno v bakt. zkumavce prelijeme 10 ml vodovodni vody, nechdme nabobtnat
a autoklavujeme 20 min. pri 1 atmosfére. Ockujeme semisterilné — v kulture jsou zaroven
bakterie, kterymi se Paramecia zivi. Kultivujeme pri teploté 24 — 30 °C.

Pdda pro Eugleny a Tetrahymeny

2% roztok peptonu ve vodovodni vodé, rozplnit do zkumavek po 10 — 15 ml a au-
tokldvovat 30 minut pri 1 atm., pokud potfebujeme urychlit rust, priddme 0,05-0,1%
kvasni¢ného autolyzatu (nebo suseného drozdi).

Ashbyho agar pro Azotobacter

Manitol 10g
NaCl 0,1g
CaSOy 0,1g
KQHPO4 O,Qg
MgSOy4 bezv. | 0,2g

rozpustime v litru dest. vody, v roztoku nechame nabobtnat 20g agaru pred auto-
klavovanim pridame 5g CaCOj3, autoklavujeme 15 min. pti 1 atmosfére, pred vylévanim
dikladné michame, aby se CaCOgs suspendoval rovhomérné do vsech misek.

Puda je selektivni pro baktérie prijimajici vzdusny dusik, po vyockovani hliny (v
zimnim obdobi radéji z kvétinaci) vyrostou predevsim azotobactery. Kultivace pri 30 °C,
trva tyden.

Acetat askosporovy agar

Octan draselny 10,0g
Glukoza 1,0g
Kvasni¢ny autolysat | 2,5g

agar 30,0g
Voda 1000,0 ml

1 Existuji r@izné varianty, ptivodni receptura obsahovala kyselinu sirovou a etanol 1:1, nékteré piirucky
uvadéjf jesté pridavek NaCl (5%).
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Octan draselny, kvasni¢ny autolyzat a glukézu rozpustime ve vodé. Pridame agar,
nechdme nabobtnat (cca pul hodiny) a autokldvujeme 15 min. pri 1 atmosfére.
Kvasinky pekatského drozdi vytvari spory po cca tydenni kultivaci pii teploté 30 °C.

Urea - HyS - Pb acetat

Pepton 0,5g
Enzymaticky kaseinovy hydrolyzat | 0,5 g
NaCl 05g
Bromthymolovy indikator 1,5 ml
Agar 10¢g
Voda do 95 ml

Autoklavovat, soucasné autoklavovat 2 g urey v lahvicce a 5 ml vody v jiné lahvicce
a 0,1 g glukézy v dalsi lahvicce. Sterilni vodou po autoklavovani oboji rozpustit a sterilné
pridat do roztoku, déle pridat 0,8 ml NagSo03 25% roztok a plumbum aceticum 0,8 ml
10 % roztok. pH upravit sterilnim roztokem NaOH na ,semaforovou zelen*.

Pufrovany fyziologicky roztok pro pomnozeni Yersinia enterocolitica dle dr.

Aldové
NaQHPO4 .12 HQO 18,1 g
KHyPOy4 1,83 g
NaCl 85 g
Voda do 1000 ml

Rozplnit po 5 ml do bakteriologickych zkumavek - pH zkontrolovat a upravit na 7,2.
Autoklavovat pri 120 °C 30 min.

Kultivovat v lednici, vyockovavat z pufru 1., 2. a 3. tyden (je mozné zachytit pozitivni
rust i po dvou predchozich neispésnych vyockovanich) na DC agar, ten kultivovat 48 hod.
pri pokojové teploté. V pufru ale mohou rist i jiné G- tycky!

Stanoveni stépeni lysinu nebo argininu nebo ornithinu

Pepton 0,50¢g
Beef extract 0,5¢g
Roztok bromkresolové cervené 1:500 v etanolu | 0,5 ml
Roztok kresolové cervené 1:500 v etanolu 0,5 ml
Pyridoxin (=vitamin Bg) 0,5 mg
Glukoza 0,05 g
Voda do 100 ml

Smisit, varit a filtrovat ptes filtrac¢ni papir.

Nésledné pridat 1% (W/V) l-lysinu (dihydrochlorid) nebo l-argininu (monohydrochlo-
rid) nebo l-ornithinu (dihydrochlorid). pH upravitna 6 a rozplnit po 0,5 ml do sterilnich
mikrozkumavek (sérovky, velké plynovky), prevrstvit 0,25 ml parafinového oleje a sterili-
zovat 15 minut v autoklavu.

Masivné inokulovat. Pozitivni je prechod ze zluté do rudofialové.

MIU - pohyblivost, indol, mocovina

Trypton (nebo enzymaticky kaseinovy hydrolyzat) | 30 g

NaCl g
KH2P04 2 g

Agar 3g

Voda do 1000 ml
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Rozvarit, pH upravit na 6,9 a pridat 2 ml 0,2% roztoku fenolcervené. Ze zasobniho
roztoku odlit 50 ml a po schladnuti na 50 °C ptidat 50 ml 20% roztoku urey (mocoviny)
ve vodé sterilniho, rozplnit do do sterilnich zkumavek.

Ockuje se hlubokym vpichem. Pohyblivost se posuzuje: Riist jen okolo vpichu, nebo di-
fizni zékal, zCervendni znamend Stépeni urey, produkce indolu se testuje na zavér (kultura
se tim usmrti) prilitim Ehrlichovym nebo Kovaczovym ¢inidlem. Tato ¢inidla nabudou s
indolem do nékolika minut ¢ervenou az ¢ervenofialovou barvu.

Peptonova voda
Pepton | 10 g
NaCl g
Voda 1000 ml

Rozvarit, rozplnit do zkumavek a autoklavovat.

Lze pouzit pro stanoveni produkce indolu, na umisténi zelatinovych disku (rozklad
zelatiny), pfiddnim 1 % sacharidu a bromthymolového indikdtoru ziskdme bujon pro
stanoveni zkvasovani cukrii vhodny pro ristové méné narocéné ¢leny skupiny Enterobac-
teriaceae

Bujon pro fermentaci sacharida

Zivny bujon 100 ml
Bromthymolovy indikator | 1,5 ml
Sacharid lg

Jako ,,zivny bujon® lze vzit peptonovou vodu, peptonovou vodu obohacenou 0,5 — 1
% masového extraktu, komercni zivny bujon apod.

Bujony se sacharidy nelze autoklavovat, museji se sterilizovat frakcionované v proudici
pare. Druhou moznosti je pridavek sterilntho roztoku sacharidu o vyssi koncentraci (10
— 20 %), ktery lze autoklavovat (nebo sterilizovat filtraci). Pridavek sterilniho roztoku
sacharidu do sterilniho bujonu je nutno technicky dobte zvladnout!

Agar s octanem olovnatym

Zivny bujon 1000 ml
Agar 15 g
Plumbum aceticum Pb(CH3C0O0)2.3H,0 | 1 g
Voda destilovana sterilni 6 ml

Druhou slozku pridame do prvni, sterilizujeme, vlejeme tieti rozpusténou ve ¢tvrté,
rozplnime do zkumavek po 3 ml a nechdme ztuhnout. Ockujeme vpichem, zeSednuti az
zéernani znamena produkcei sirovodiku.

Pridanim sterilniho roztoku 20 g urey a 1 g glukdzy a 1,5 ml bromthymolového indi-
katoru ziskdme pudu, v niz vedle produkce sirovodiku detekujeme stépeni urey (zmodrani
pidy).

Sterilni roztoky octanu olovnatého a urey s glukézou muzeme pripravit frakcionova-
nou sterilizaci, bromthymolovy indikator mizeme pridat k bujonu.

Agar podle Hajny

Tento agar existuje v riznych tpravach, jeho podstata je vsak vzdy stejna: Laktoza a
sacharéza v mnozstvi detekujicim jejch zkvasovani, maly pridavek glukézy (pro lepsi rust
bakterif), thiosiran sodny jako substrat pro tvorbu sirovodiku a sl dvojmocného zeleza
jako indikatorovy systém pro sirovodik.
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Agar 15¢g
Pepton 20g
NaCl 5g
Voda 1000 ml
Laktoza 10 g
Sacharodza 10 g
Glikoza lg
Na28203.5HQO 0,2 g
Fe(NH4)2(SO4)2.6HQO 0,2 g
1% roztok fenolcervené | 2,5 ml

Klasicka receptura sterilizuje smés prvnich ¢tyr latek a nasledné frakcionované sterili-
zuje hotovy vyrobek; komeréni pudy (napt. TSI agar) lze zpravidla autokldvovat. Vyléva
se do zkumavek do vyssi vrstvy a sikmi, ockuje se jako Sikmy agar a néasledné vpichem
az ke dnu zkumavky. Zezloutnuti znaci zkvasovani laktozy nebo sachardzy, trhani ptudy
kolem vpichu zkvasovani s tvorbou plynu, ¢ernani tvorbu sirovodiku.

Pida se pouzivala jako rychly orientacéni test na salmonely, které nezkvasuji uvedené
sacharidy a tvori sirovodik. Se zvySovanim podilu atypickych salmonel, které mohou lak-
tozu nebo sacharozu zkvasovat, a poklesem potteby detekovat Salmonella typhi, kterd na
této pudé roste typicky (Cervend se zéerndnim) vyznam této pudy poklesl a pouziva se
spise jen na detekci tvorby sirovodiku.

Agar pro stanoveni utilizace citratu

NaCl 5g |
MgSO4.7HQO 0,2 g

KQHPO4 1 g
NH4H2PO4 1 g

Agar 20g
Voda dest. 1000 ml

Po rozpusténi uvedenych soli ve vodé pridame 40 ml 0,2% roztoku bromthymolové
modfe, 5 g citronanu sodného, promichdme, rozplnime do zkumavek, frakcionované ste-
rilizujeme a Sikmime. Test vySaduje velmi masivni vyockovani.
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3.3 Receptury cinidel

Bromthymolovy indikator

1g bromthymolové modfe do 16 ml 0.1N NaOH, rozpustit, pridat vodu do objemu
500 ml dét na 24 hodin do termostatu (ptipadné poté zfiltrovat)

Bézné davat 1,5ml do 100 ml pidy.

Ehrlichovo ¢inidlo
p-dimethylaminobenzaldehydum | 5 g
HCI koncentrovana 25 ml

Etanol (staci lihobenzin) 75 ml

Smisit, uchovavat potme.

Kovaczovo c¢inidlo

p-dimethylaminobenzaldehydum | 2,5 g

HCI koncentrovana 15 ml

Amylalkohol 75 ml

Smisit, uchovavat potmé.

26



