PROTOKOL ¢.2
Metody sterilni prace
Oc¢kovani a uchovavani mikroorganmismi

Cil prace:

Co je cilem preoCkovani bakterialniho kmene? (napf.pfeneseni do Cerstv€jsiho media,
oCkovani na diagnostickou ptdu, izolace kmene...). Jaké jsou metody a co je cilem izolace
mikroorganismt1?

Material a pouzité kmeny:
Bakteriologické plotny s MPB (meat-peptone broth)
Zkumavky se Sikmym agarem MPA
Zkumavky s tekutym mediem MPB
Ockovaci klicky
Stojanky
Termostat

Kahan

Bakteridlni kmenv:  Escherichia coli CCM 3954
Pseudomonas putida
Serratia marcescens CCM 303
Kocuria rosea CCM 839
Micrococcus luteus CCM 169
Bacillus cereus CCM 2010
Staphylococcus aureus SA 812
Saccharomyces cerevisiae

Teoreticka ¢ast:

Ziasady pripravy materidlu
¢ Dodrzovani viech podminek skladovani a kultivace organismi
e Nutno pracovat se sterilnimi medii a pomtckami
e Dilezité je naplanovani pokusti a prace vzhledem ke genetickym zménam v zivych
organismech.
e Opakovani postupt
e Kontrolni pokusy - pozitivni a negativni kontrola

a) ofkovani

Jako kultury oznaCujeme mikroorganismy kultivované v laboratornich podminkich na
zivnych mediich. Pracujeme-li s kulturou jednoho druhu, povazujeme ji za kulturu cistou.
Kultury smiSené jsou kultury nékolika druhti (kupfikladu i1zolaty z pfirozeného prostiedi, které
je potieba kultivaci pro identifikaci oddéht = izolovat). Jako kultury technické se oznaluji
smisené kultury pouZzivané pro vyzkumné nebo provozni ucely (v Cistirnich odpadnich vod,
baktenalni filtry, bioreaktory...).

Kultury pfendsime (= preockovavame) na Cerstvé medium z tekutého nebo z tuhého media.
Charakter rastu a podminky nasledné kultivace jednotlivych kment se v laboratofi vzdy odhsuji




od rustu daného druhu v pfirozeném prostfedi. Rovn€z je potfeba mit na paméti, Ze mnoho
bakterialnich druhi je nekultivovatelnych.

Izolace bakteridlniho kmene

- rozumi se ji ziskani ¢isté kultury. Mohou k ni byt vyuzivana bud’to selektivni media, na
kterych nam vyroste pouze Zidany bakterialni taxon. Pokud chceme 1zolovat na
neselektivnim (univerzalnim) mediu, vyuzivime metodu k¥izového roztéru, kdy sice
muZeme na prvni misce pracovat se smisenou kulturou, ale podle vzhledu vyrostlych
kolonii jsme schopni tyto rtzné morfologické typy kolonii rozpoznat, izolovat a
naslednym dal$im k#izovym roztérem (odebranim bun€k z dané kolonie) druhy den
LCistotu rastu® potvrdit (teoreticky a pi1 aseptické praci by mé€l na dalsi misce rust pouze
tento kmen, se kterym jsme se rozhodli pracovat).

s KiiZovy roztér = postupné ziedovani pivodni kultury tak, aby na jeho konci
vyrustaly na tuhém mediu jednotlivé kolonie bakterii = klony jedné buniky; klicka
s pfenasenou kulturou se po kazdém kroku ockovani zihd v plameni, tim na ni
usmrtime bufiky a po agaru roztirime stale mensi a mensi mnozstvi bunek.

s Vmisté¢ tzv. hadku jiz vyrtstaji jednotlivé kolonie = jednotlivé kmeny, u kterych
hodnotime charakteristicky profil, tvar, barvu, okraje (viz
2_Morfologie_bakt_kolonii.doc)

e Na jakd media kultury o¢kujeme?

Ve cvi€enich pracujeme s &istymi kulturami ziskanymi z Ceské sbirky mikroorganismt

(http://sci.muni.cz/ccm/), dle jejiho katalogu kultur tedy dodrZzujeme podminky kultivace (vzdy
je vném uvedeno doporu¢ené medium definovaného slozeni, teplota a podminky kultivace).
Pokud vsak izoluyjeme kmeny z prostiedi, snazime se dodrzet podminky, které jsou pro n¢ v
daném prostiedi pfirozené (koncentrace soli, zZiviny, teplota - pi: u 1zolace moftskych
mikroorganismit dodrzujeme piiblizné koncentrace soli, Zivin, vétSinou mzsi kultiva¢ni teploty
nez kupfikladu pii zichytu patogennich mikrobt).
Zvazujeme-h aspekty rustu kultury (pracujeme s Cistou ¢i smiSenou kulturou?), zvazujeme limit
zivin, kysliku, typ kultivace (stacionarni, kontinualni), homogenitu rtstu; odhisné bude probihat
rust v tekutém mediu a na agaru (ina distribuce Zivin, kysliku..). Charakter rlstu je samoziejme
m vitro odlisny neZ v pfirozeném prostiedi.

b) kultivace

e Jaké typv kultivace rozeznavame?

Do tekutého media naockované kultury mizeme kultivovat

1) kontinualné (takto se kupfikladu pracuje ve vétSich objemech media s pramyslovymi
kmeny). PFikladem je chemostat. Riistova rychlost kultury je v ném fizena koncentraci hmitwjici
ziviny, ktera je pritokem nového media dodavana. NaoCkujeme-li medium a toto jz neni dile
dodavano, jedna se o kultivaci

2) staticky; v tekutém mediu muze byt pro aerobni druhy svyhodou vyuzita staticka
kultivace submerzni = tepand, nebo vzdusnéni. Témito procesy se promichivinim zvétSuje
plocha fizového rozhrani a miize probihat efektivngsi vymeéna plynt (pfikladem jsou
provzdusnovaci rosty v bioreaktorech).



e Jak budeme kultivovat naoCkované kultury ve cvi¢eni?

Bude se jednat o statickou aerobni kultivaci na tuhych agarech (bakteriologické plotny a
$ikmé agary) a v tekutém mediu ve zkumavkich. Kmeny budou kultivovany na doporu¢enych
mediich v termostatu pii optimalni teploté ristu dané kultury.

- kultury na Petriho miskach kultivujeme dnem vzhiiru vzhledem k tvorbé kondenzni
vody - aby nezkapavala. Medium tak také pomaleji vysycha
- délka kultivace je zavisla na typu experimentu a na ockovaném bakterialnim kmeni

e Jaka jsou rozmerzi teplot kultivace?

Podle optimalni teploty kultivace rozlisujeme tfi zikladni skupiny mikroorganismu:
psychrofilni mikroorganismy - optimum rtstu méné nez 20 °C (pf: oceany,
jeskyné...; mohou rust 1 v chladniCce!)
mezofilni mikroorganismy - optimum ristu se pohybuje mezi 20 - 40 °C
- vétSina bakterialnich druhti; parazitické mikroorganismy
- rod Pseudomonasje ptikladem této skupiny, ale nékteré jeji druhy
mohou rast 1 pii chladni¢kovych teplotach (4°C)!
termofilni - optimum cca nad 55 °C; extremni termofili rostou kolem 100°C

e Jak miZeme mikroorganismy rozdélit podle jejich vztahu ke kysliku?

Bakterialni druhy kultivované za pfistupu vzduchu oznaCujeme jako aerobmni. Aerobni
kultivace je zapsténa natérem a kultivaci bun€k na agaru na Petrtho misce €1 ve zkumavce na
agaru Stkmém nebo v nizké vrstvé tekutého media; kultivujeme v termostatu. VEtsi objemy
tekutého media by jiz musely byt syceny kyslikem (aerace, submerzni kultivace)!

Nekteré stievni bakterie jsou piikladem fakultativnich anaerobi, kterym nevadi anaerobni
prostiedi (regulace anaerobnich drah), ale v prostfedi s kyslikem pfepinaji na energeticky
vyhodné&jsi aerobni metabolismus. V tekutém mediu se projevuji ristem v celém jeho sloupci
(zakal media).

Anaerobni organismus se vyskytuje v prostfedi s nulovou ¢1 nizkou koncentraci kysliku,
kyslik plsobi jako jed ¢i nhibitor ristu. Stav anaerobidzy jako prvni definoval LOUIS
PASTEUR (1861), ktery zavedl do mikrobiologie terminy pro aerobni a anaerobni organismus.
V zavislosti na stupni tolerance vii¢i molekulirnimu kysliku, 1ze anaerobni mikroorganismy
delit na: striktné anaerobni mikroorganismy (vyZaduji Gplnou absenci kysliku, koncentrace vice
nez 0,50 9% plsobi toxicky na mikroorganismy, které odumiraji); obligitné anaerobni
mikroorganismy (neutilizuji kyslik jako kone¢ny akceptor elektronti a maji schopnost tolerance
kysliku v koncentracich maximédlné do 2 - 3 %); aerotolerantni mikroorganismy (nevyuzivaji
kyslik jako konecny akceptor elektroni (!!!), ale rostou v jeho nizkych koncentracich = maji
schopnost tolerance kysliku);. Kone¢né¢ mikroaerofilni mikroorganismy vyzaduji urcité nizké
procento kysliku; maji schopnost jeho utihzace jakozto koneéného akceptoru elektront, ale
nerostou za pfitomnosti vzdusného kysliku za normalniho tlaku.

Prakticky se anaerobni nebo mikroaerofilni kultivace provadi vpichem do agaru nebo
zaoCkovanim do vysoké vrstvy kapalin. Je nutno snizit oxidoredukéni potencidl piidanim
redukujicich latek (kyselina askorbova, thioglykolit, thiosiran..). Pokud anaerobni prostfedi pro
kultivaci vytvafime, vyuzZivdme tzv. anaerostatu (v nadobé€ je siCek obsahujici smés chemikalii
(Zelezny prasek, kyseliny vinnd, citronova..), kterd po ovlhéeni uvoliue vodik, ktery
v pfitomnosti katalyzatoru (Pt, Pd) reaguje s pfitomnym vzdusnym kyslikem za jeho od€erpani a
vzniku mlk vody).



e KdvZ bychom chtéli vwjadiit rust nami naoCkovanvch bunék pii statické kultivaci na
Petriho misce, jak bude tzv ristova kifivka vyvpadat? (neplati pro kontinualni kultivaci!!)

e jedni se o grafické vyjadieni zavislosti po¢tu bunék na délce statické kultivace
o Lag faze - je Cast kiivky, kdy probiha piizptisobovani a rlst samotné buiky, aktivace
vhodnych enzym, organizace metabolismu, v ¢innosti jsou adaptivni enzymy, mnoho
RNA (syntéza enzymty), fada bunék odumira - v této fazi jsou velm citlivé
(pf1 pfeoCkovani do Cerstvého media ur€itou dobu trva, nez zacne biomasa rist - to je
rozdil mezi ristem a mnozenim; pii pfeockovani bunék ze stejného media do Cerstvého se
steynym slozenim tato lag faze chybi - butiky jsou jiz metabolicky adaptované)
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obr: rustova kiivka

- Faze ftyziologického mladi - jsou nasyntetizovany jiz vSsechny potfebné enzymy a
kultura vykazuje maximalni rychlost rastu. Ta je zavisla jen na frekvenci transkripce
informace pro enzymy, roste objem butky

- Log faze - logaritmickd - exponencidlni, intenzivni rst bunky a metabolismus, trva,
dokud neni koncentrace zivin hmitujici, vSechny bunky se déli konstantni rychlosti.
Proto se z této Casti kiivky vyuZivaji parametry pro srovnavani! Bunka se da z této faze
nejlépe charakterizovat, protoZe je adaptovand, ma jz vse, co potfebuje a déli se
konstatni rychlosti. Charakter ristu se odecita vzdy v log fazi!

(méfi se suchd a mokra hmotnost bun€k, narust metabolitu, N, C, zikal,
stanoveni vihy DNA, RNA)

- Faze zpomaleného riistu - sniZeni intenzity metabolismu, hromadéni metabolitil

- Faze stacionirni - sniZeni rychlostt mnozeni, po€et nové vzniklych bunék se vyrovnava
s po¢tem odumfelych, dochizi k vy€erpani Zivin, délka Zivota zavisi na citlivosti
k hladovéni, mohou vznikat endospory

- Faze odumirini - medium je spotiebovano a buinika odbourava své zasobni latky, Celi
kyselosti prostfedi (ze svych zpoldin), nesta¢i reparacni systémy

Dvojita ristova kifivka - objevuje se pi1 postupném vyuzivani dvou substrati, tzv. ,,diauxie®

e KdvZ bvchom chtéli nao¢kované kmeny v budoucnu pouzit, jak je mtzeme uchovavat?

Pro uchovavani bakterii je nutné zapsténi Zivotaschopnosti, Casto vznikaji fenotypové
varianty a mutanty.
- na Petriho misce pfi 4 °C (kratkodob¢, nutno preoCkovavat - laktokoky napftiklad po
tydnu, bacily po 2-3 mésicich)
- ve zkumavce v agaru ve vpichu
- na $ikmém agaru v lednici pi1 +4 °C nebo v mistnosti, termostatu pti 25 °C
- na por6znich materiilech - Zelatinovych discich, kulickach



- pod sterilnim mineralnim olejem (houby, bakterie)

- vdestilované vodé

- lyofilizované - lyofilizace = vymrazeni vody ve vakuu sublimaci vody, lyofilizace je
méné Setrnd neZ kryoprezervace, nelze lyofilizovat vSechny bakterie, houby napfiklad
vubec, snizeni viability, kratsi uchovavani ve srovnani s kryoprezervaci, ale nese tu
vyvhodu, Ze lyofilizované kultury jsou pifipravené ithned k odeslani, Iépe se s nimi
manipuluje

- laboratoft -20 °C az -30 °C - takova teplota ale Skodi butice

- zmrazené na - 70 °C po malych objemech v hlubokomrazicim boxu (mésice, roky)

- boxy s pevnym CO: - suchy led (-78 °C)

- kryogenni mraziky (- 150 °C)

- kryoprezervace (sensu stricto pod -139°C) - reverzibilni anabi6za, neprobihaji
biochemické reakce; zamrazeni kultur v tekutém dusiku (-196°C) nebo v jinych
plynech (He, Cr, H), uchovavani neomezené dlouho; postupnym zmraZovanim
(kontrolovana rychlost zamrazeni: ideal 1°C/min pro snizeni osmotické disbalance a
proti nevhodnému formovani krystalti v bunice; nékteré odolné bakterie snesou
rychlejsi nebo okamzité zamrazeni - dle rigidity buiiky), vhodné kryoprotektany
v mediu - dimethylsulfoxid, glycerol...

(tato metoda se pouziva od r.1965)

Pravidla odbéru vzorku pied jeho kultivaci - mikrobiologické rozbory
VZORKOVANI
Ndadoby na vzorky musi byt z pruhledného a nezabarveného matenialu (sklo, polyetylén nebo
polypropylen). Aby se pfedeslo netimyslné kontaminaci vzorku, musi osoba odebirajici vzorek
pouZzit asepticky postup, aby se zachovala sterilita nadob na vzorky.
STERILIZACE NADOB NA VZORKY
Nadoby na vzorky musi:
— byt sterilizovany v autoklavu pii 121 °C po dobu neyméné 15 minut nebo
— projit suchou sterilizaci pf1 160 °C az 170 °C po dobu neyméné 1 hodiny nebo
— byt ozafené nadoby na vzorky odebrané ptfimo od vyrobce.
USKLADNENI A DOPRAVA VZORKU PRED ROZBOREM

Vzorky je nutno chranit béhem celé prepravy pred vystavenim svétlu, zejména pfimému
sluneCnimu zafeni. Vzorek je tfeba aZ do pfijezdu do laboratofe uchovavat v chladicim boxu
nebo chladnicce (podle klimatickych podminek) pfi teploté okolo 4 °C. Potrva-h pfeprava do
laboratofe pravdépodobné déle nez 4 hodiny, je nutnd pfeprava v chladni¢ce. Doba mezi
odbérem vzorku a provedenim rozboru musi byt co nejkratsi. Doporucuje se provést rozbor
vzorku tentyZ pracovni den. Neni-h to z praktickych divodi mozné, musi byt vzorky
zpracovany nejpozdép do 24 hodin. Mezitim musi byt uchovany v temnu pfi teploté 4 °C + 3 °C.
Dojde-li k prodleni mezi odbérem vzorkii a provedenim rozboru, upravi se naméfena
koncentrace bakterii podle znamych vzorct rozkladu T-90, aby byla stanovena koncentrace
bakterii v okamziku odbéru.



Postup:

Pii kultivaci mikroorganismi je potfeba prenést do sterilni Zivné pady zivé bunky (=
mokulum) Zidaného druhu (= ocfkovini). Do kultury ami pidy nesmi vniknout cizi
mikroorganismy ze vzduchu, z pomucek, vlastni flory (= aseptickd prace). Proto pracujeme
v zaviené mistnosti, omyté ruce a sttl, blizko plamene kahanu, co nejrychleji. Hrdla nadob 1
zatek pfed a po prici ozehneme plamenem. Zatky nikdy nepokladame, ale drzime mezi
malickem a prsteniCkem. Nadoby s kulturou nechivame oteviené jen po nezbytné dlouhou
dobu a s hrdlem pobliz plamene.

1. Viechny zkumavky i Petriho misky popiSeme fixou (druh, kmen, datum, své inicialy).

2. Ockoviani kultur z tuhych medii
- bakteriologickou klickou z Petriho misky/ze sikmého agaru na tuhé ¢i do tekutého
med., pf1 o¢kovani nemluvime, pracujeme na stolech otfenych Incidurem.

a) ze Sikmého agaru na Sikmv agar

- do levé ruky uchopime ob¢é zkumavky se Sikmym agarem, malickem pravé ruky
vytidhneme zatku ze zkumavky s kulturou

- hrdlo zkumavky ozihneme

- sterilni (ozihnutou a vychladlou) klicku vsuneme do zkumavky s kulturou, nabereme
nartst do o¢ka klicky

- klicku vytahneme, oZzihneme hrdlo zkumavky 1 zatku a zkumavku zazatkujeme

- maliCkem pravé ruky vytihneme ziatku ze sterilni zkumavky s ¢istym Sikmym agarem

- ozihneme hrdlo zkumavky

- klickou naoCkujemesikmy agar hidkem

- ozihneme hrdlo zkumavky 1 zitku a uzavieme zkumavku

- vyzihame klicku

b) ze sikmého agaru na Petriho misku
- ze zkumavky s kulturou odebereme nartst na bakteriologickou klicku vyse uvedenym
postupem

- mirn€ odklopime vicko Petritho misky a naneseme kulturu na agar cca 1 cm od stény,
naneseni kultury do plosky 0,5 cm
- piiklopime vicko a vyZihame klicku

¢) do tekutého media

- kulturu odebereme z tuhého media klickou (z Petriho misek odebirame jednu kolonii)

- zkumavku s tekutym mediem uchopime do levé ruky, malikem pravé rukky
vytihneme zatku

- ozihneme hrdlo zkumavky

- odebrany vzorek rozetfeme po stén€ zkumavky nad hladinou media a postupné butiky
do media prevadime

- ozihneme hrdlo zkumavky i zatku a uzavieme

- vyzihame klicku

3. Oc¢kovani kultur z tekutych medii

- vétsinou sterilnimi pipetami znamého objemu do tekutého nebo na tuhé medium




a) do tekutého media

- uchopime sterilni pipetu do pravé ruky, malikem vytihneme ziatku z Erlenmyerovy
bariky nebo zkumavky

- hrdlo banky/zkumavky ozihneme a pipetou s nastavcem odebereme objem kultury

- ozihneme zitku a uzavfeme banku

- malikem pravé ruky vytihneme zitku z banky se sterilnim tekutym mediem a
ozihneme hrdlo

- vypustime kulturu z pipety do sterilniho media, ozihneme zatku 1 hrdlo a
batiku/zkumavku uzavieme

- kulturu protfepeme

b) na Petrio misku

- tento postup se pouziva napiiklad pii zisténi poctu bakterialnich bunék metodou
fedéni

- steriln€ odebereme pipetou kulturu

- dany objem vypustime do stfedu Petrtho misky s agarem

- sterilni hokejkou (ma Sirokou plochu pro roztirani po Petriho misce, zaruci se tak
rozetfeni vsech bun€k od sebe, kazda kolonie je pak klon jedné buiiky) kulturu
rozetfeme po povrchu misky, thned priklopime viko misky

Kazdy ockuje:
- 1 kmen do tekutého media
- 1 kmen na sikmY agary
- dva nebo ¢tyfi rizné kmeny na 1 misku do 2 nebo 4 ,hadka®
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- 1 kmen na Petriho misku kfizovym roztérem

Zihani

- smes dvou kmeni na Petriho misku kiiZovym roztérem - cilem je 1zolace 2 typta
kolonii (pro budouci pozorovani je vyhodné naockovat smés dvou riizné
pigmentovanych kment)



Nakres postupu kFiZového roztéru na Petriho misce:
bod na misce = prvni naneseni kultury klickou; ¢ary = tahy klickou; plaminek = zihani klicky

<'> @

Dal3i metody kiizového roztéru - viz 3_metody_krizoveho_rozteru_tzn_izolace_kolonii.doc

Zavér:

Do jakych typli medii a jakym zplisobem byly kmeny oCkovany? Prokazala se sterilita
prace pii ptipravé medii v minulém cviceni? Co je ucelem kiiZzového roztéru? Pii jaké teploté
budou kmeny kultivoviny? Jak odvodime spravné podminky kultivace? Zavisi morfologie
kolonii na podminkach kultivace?

Vyhodnoceni riistu kultur v pi$tim cviceni:
(mozno odevzdat hodnoceni riistu na dalsim papite zvlast)



