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Oralni mikrobiologie Il - biofilm

Ukol &. 1: Natér zubniho plaku, mikroskopie

Podle pokyd vyuiujictho zhotovte fixované
preparaty zubniho plaku - sterilni Spachtliteset
zubni plak. Natte na podlozni sklo, fixujte
v alkoholu a obarte podle Grama. Pozorujtg
imerznim objektivem z4Sujicim 100x (celkové
zwétSeni tedy zpravidla 1000x%).

Vysledky pozorovani zakreslete (vSimejte si tvary
barvy gitomnych baktéri).

Ukol €. 2: Vliv ¢isténi zub G na oralni biofilm

Dobrovolnik Si
vyplachne Usta
roztokem

predlozeného
barviva dle pokyn

vyuéujiciho.
Prohlédste Si
vysledek. Zbarvena
mista jsou pokryta bioflmem - zubnim plaken
Popiste mista, kde je zubniho plakiitgmno nejétsi
mnoZzstvi a pozorovani zakreslete.

Ukol &. 3: Prikaz mikrob @ kolonizujicich katétry

a) Kvalitativni metoda pomnozeni v bujonu
Vytazeny centralni vendzni katétr (CVK) byl pden do kultivé&éniho média a kultivovan 24 hodin. Poté bylo
zakalené kultivéni médium vydkovano na krevni agar. Zhodite nafist mikroorganizri na krevnim agaru.

b) Semikvantitativni metoda (Makiho metoda)

Vytazeny CVK byl valen po povrchu krevniho agarueri byl poté kultivovan. Zhodmte naist
mikroorganizni a spditejte narostlé kolonie. Za signifikantni se povazZzmnozstvi kolonii >15, mensi
mnoZzstvi se povaZzuje spiSe za kontaminaci. Jddnkicevidentr vice nez 100, negéejte a napiste ,> 100"

c¢) Kvantifikace pomoci sonifikace katétru

Vytazeny CVK se pont do 10 ml fyziologického roztoku a poté vystawinku ultrazvuku, ktery rozrusuje
strukturu biofilmu a jednotlivé bakterialni iky tak z biofilmu uvohuje. 100 mikrolith takto vzniklé suspenze
se nadkuje primo na krevni agar a ro&kuje sterilni kltkou po celém povrchu krevniho agaru. Ngpmvené
Petriho misce spdtejte mnoZstvi kolonii narostlych na krevnim agarwypditejte p@et bakterii adherujicich
na povrch katétru. Je-li kolonii evideatwice nez 100, napiste ,> 100",

Vysledky:

3a 3b 3c

Odhad potu mikroh
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Kterym z uvedenych postipje mozno detekovat a kvantifikovat bakterie neghbiofilmu, pgitomného na
povrchu katétru, ale i v jeho lumen?

Které metody umaiiji kvantifikovat mnoZzstvi bakterii adherovanychpwvrchu katétru?

Jaky je smysl kvantifikace mikréte katétru?

Ukol &. 4: Vliv p Fitomnosti sacharid G ve strav & na tvorbu zubniho
plaku

Do jednotlivych dilkt mikrotitraéni desttky obsahujici BHI médium suplementované 0 %, 24%, 8 %
glukézy byl inokulovan kmeftreptococcus mutans. Po 2, 8, 16, 24 hodinach kultivaci B7 °C byly gislusné
dilky tiikrat promyty. Vrstva vytvdeného biofilmu, kterd tstala pevé adherovana na &tach jamek
mikrotitracni desttky, byla obarvena 20 minutovymigobenim gencianoveé violetifdbyt&né barvivo bylo
odstragno z jamek opatrnym promytim. Intenzita zbarvemhg& je néfena spektrofotometrem a odpovida

tlou&’ce vytvdaené biofilmové vrstvy.
Na pilozeném page jsou vysledky spektrofotometrickéhosini intenzity zbarveniiki. Z predlozenych
vysledki sestrojte grafy dynamiky tvorby biofilmu pro jediia média.
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Kontrolni otazky:

1. Co to je biofilm?

2. Jakeé jsou hlavni slozky biofilmu?

3. Jaky je vyznam oralniho biofilmu z hlediska twpzubniho kazu?

P12, str. 2



Lékarska oralni mikrobiologie Téma P - 12

Jméno: Kruh: Datum:

4. Na kterych dalSich onemagrich se biofilm podili?

5. Co komplikuje Iébu biofilmovych infekci?

6. Jaky méa smysl kvantifikace mikroba izolovanéh@t&tru?
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