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1. ZASADY PRACE V MIKROBIOLOGICKE LABORATORI

1. Vstup do laboratofe je povolen pouze osobam, které tam pracuiji.

2. V laboratofi mohou byt provadény pouze prace pfikdzané vedoucim cviceni.
3. P¥i praci v laboratofi je nutno pouZivat pracovni odév a obuv.

4.V laboratofi neni dovoleno jist, pit a koufit.

5. Je nutno zvySenou mérou dodrzovat bezpeénost prace a hygienu, Fidit se
pokyny vyudujiciho.

6. Pracovni plochu je nutno pfed zapocetim prace i po jejim ukon&eni dezinfikovat.

7. Pouzité sklo a nastroje odkladame na vyhrazené misto, v Zddném pfipadé
nevylévame Zivé kultury do odpadu! Pfed umytim je nutno sklo sterilizovat
autoklavovanim nebo ponofenim do dezinfekéniho roztoku.

8. Rozbité sklo je nutno odkladat do uréenych nadob a pred likvidaci sterilizovat.

9. Dojde - li b&éhem prace k potfisnéni odévu &i pracovni plochy, je tfeba
okamzité vyrozumeét vyudujiciho a zasazené misto ihned oSetfit dezinfekénim
roztokem.

10. Kazdé poranéni je nutno ihned hlasit vyu€ujicimu. | nejmensi odérky musi byt
peclivé dezinfikovany a oSetfeny, aby nedoslo k infekci rany.

11. Dojde - li k potfisnéni pokozky, je nutno zasaZzené misto okamzité oplachnout
1% roztokem ajatinu.
Pfi vniknuti mikroorganismu do poranéné klze dezinfikujeme postizené misto
jédovou tinkturou.
Pfi zasaZeni oka kulturou mikroorganismd okamZzité oko vyplachneme
3% roztokem kyseliny borité a dezinfikujeme opthalmoseptonexem.
Pokud dojde k nasati kultury do ast, material je tfeba vyplivnout, Ustni dutinu

vyplachnout fedénym roztokem KMnO, .

12. Pfed odchodem z laboratofe je nutno uklidit pracovni plochu, kultury uloZit do
termostatu pfip. do chladni¢ky, zkontrolovat, zda jsou uzavieny plynové kohouty.

13. Po ukonéeni préace je tfeba ruce dukladné umyt teplou vodou a mydlem,
dezinfikovat roztokem ajatinu.



2. PRACOVNI POMUCKY

V mikrobiologické laboratofi se pouziva specialni sklo, které se lisi od chemického
nejen tvarem nadob, ale i jakosti. Zakladnim pozadavkem je odolnost va&i vysokym
teplotam, kterych se pouzZivd pfi horkovzdudné sterilizaci, dale vysok& odolnost vuci
pusobeni nejraznéjSich chemickych latek, at uZz soucasti zivnych medii & produktd
kultivovanych organismu. Dale zde nesmi dochazet k vyluhovani nékterych slozek, které by
mohly ovlivnit rdst kultivovanych mikroorganism.

Mikrobiologické sklo byva silnosténné, hrdla nadob jsou obvykle rovna a tupa.

Kultivaéni naddoby:

1. Biologické zkumavky - byvaji silnosténné s rovnymi okraji, uzivaji se pro kultivace
ve vSech typech pud, udrzovani kultur, biochemické testy. Byvaji uzavirany kovovymi
zatkami nebo zatkami z bunicité vaty.

2. Banky - vétSinou Erlenmeyerovy, pfip. varné, zatkuji se podobné jako zkumavky.
Jsou vhodné jak pro aerobni kultivace, tak pro pfipravu Zivnych pud.

3. Durmanova plynovka - je pouzivana ke stanoveni tvorby plynu pfi Kkultivaci v
tekutych padach.

4. Rouxovy, Frenbachovy a Vinogradského nadoby - slouzi k nahromadéni vétSiho
mnozZstvi kultury za aerobnich podminek

5. Promyvaci lahve - modifikované chemické nadoby, pouZivaji se pro submerzni
kultivace mikroorganismda.

6. Pipety - vétSinou délené, na hornim konci uzaviené vatovou zatkou. Pro pipetovani
kultur pouzivame automatické pipety nebo nastavce na sklenéné pipety.

7. Mikroskopicka skla - uchovavame v 95% etanolu, odmastujeme Kkyselinou
chromsirovou. Pfed pouZitim sterilizujeme oZihnutim. Cistotu skligek kontrolujeme kapkou
destilované vody, ktera musi vytvofit na povrchu souvisly film. K pfipravé visutych kapek a
vihkych komurek pouzivdme podlozni skla s kruhovou prohlubni uprostted.

8. Petriho misky - nejCastéji pouzivané mivaji primér 100 mm. Nékteré typy maji
vnitfni prostor ¢lenén prepazkami, coz umoznuje pouzit vedle sebe nékolik kultivaémich
medii. Misky jsou vhodné pouze pro kratkodobé kultivace, dochazi k pomérné rychlému
vysychani kultivaéniho prostfedi.

Pouzité nadobi:

Nadoby i s kulturou nejdfive autoklavujeme (30 min. pfi pfetlaku 0,1 MPa), obsah
jesté za horka vylijeme a umyvame obvyklym zpusobem.

Pouzité pipety odkladame do nadoby s 2% roztokem ajatinu, odmastujeme
chromsirovou smési.

Preparaéni a oékovaci pomucky:

Pro ockovani a pfipravu preparati pouzivAme bakteriologické klicky nebo jehly z
chromniklového nebo platinového dratu , pfipadné jednorazové, ocelové preparacni jehly,
ty€inky, Pasteurovy pipety, lancety, pinzety a skalpely.

Oc¢kovani provadime v o¢kovacich boxech nebo flow-boxech.

Kultivaéni zarizeni:

Pro kultivaci stacionarnich kultur jsou vyuzivany termostaty, pfip. termostatované
boxy, aerobni kultivace v tekutych padach probihaji na tfepacich zafizenich.
K nezbytnému vybaveni mikrobiologické laboratore patfi mikroskop.



Sterilizace skla a pomucek:

Ke sterilizaci skla pouzivame nej¢astéji horkovzdusné sterilizatory. Suché teplo ma
nizsi steriliza¢ni tcinky nez teplo vihké, proto je tfeba pouZzit pomérné vysokych teplot (160-
180°C) po dobu dvou hodin. Sterilizované nadoby predem zabezpeéime pied naslednou
kontaminaci vatovymi uzavéry, misky balime do hlinikovych félii, pipety vklddadme do
kovovych pouzder. Po ukon&eni sterilizace nechavame sterilizator vychladnout a teprve
chladné pfedméty pouZzijeme.

Ockovaci pomdcky, pinzety, mikroskopicka skla sterilizujeme oZzehavanim v plameni
kahanu tésné pfed pouzitim, zchlazujeme na nezaockované pldé, ve sterilni vodé nebo
okraji kultury. lhned po zaockovani opét oZzehneme, abychom mikroorganismy z kultury
nerozptylovali do prostfedi.

Vzduch a pracovni plochy o¢kovacich boxud sterilizujeme germicidnimi lampami, tj.
UV zafenim. Bé&hem prace sterilizujeme pracovni plochy vhodnymi chemickymi prostfedky (
ajatin, persteril, chlornan...).



3. ZIVNA MEDIA

Mikroorganismy jsou v laboratofich kultivovany na sterilnich Zivnych padéach. Jejich
sloZeni musi vyhovovat vSem pozadavkim daného organismu na vyZivu, pH, osmotické
poméry a dalSi fyzikdlné chemické podminky. Pfipravovana zivnA media musi byt
izotonickd, musi obsahovat zdroj uhliku a dusiku v koncentraci a formé optimalni pro
kultivovany organismus, potfebné rustové faktory a dostatek vody.

Optimalni zZivné prostfedi by v pradbéhu kultivace nemélo ménit svoje fyzikalni a
chemické vlastnosti. Tento poZzadavek je viak mozno splnit pouze pfi kontinudlini kultivaci.
Bé&hem stacionarni kultivace se sloZeni prostfedi vyrazné méni - vyCerpavani Zivin,
hromadénim metabolitd.

Podle slozeni Ize Zivna prostfedi rozdélit do dvou velkych skupin:

Synteticka prostredi jejichZz sloZeni je pfesné definovano. Vétsinou se jedna o Ustojné
roztoky, zdrojem uhliku byva obvykle gluk6za, zdrojem dusiku (NH,), SO, nebo NH,

Cl. Dodavaji se nékteré aminokyseliny, vitaminy, rastové faktory.

Prirozena Zivna prostiedi jsou tvofena slozkami ziskavanymi po kyselé nebo enzymatické
hydrolyze kaseinu, fermentativni hydrolyze masa (masovy vytazek), autolyzou nebo
hydrolyzou pekarského drozdi (extrakt z kvasinek), ptisobenim Zaludecénich Stav na
rostlinné a zivoc€isné bilkoviny (pepton).... Do této skupiny patfi i pfirozena
stanovisté mikroorganisma, pouzivand v laboratornich podminkéch - brambory,
chleba, Zlug¢, atd.

Z hlediska rdistu mikroorganismu je mozno Zivna prostiedi délit na

Pady univerzalni - které svym sloZzenim vyhovuji pozadavkdam na vyZivu Sirokého spektra
organismua (masopeptonovy bujon, sladinovy agar).

Pady selektivni - jejichz slozeni zvyhodnuje rist jednoho druhu nebo skupiny organismda.
Rust ostatni mikroflory je brzdén (Ashbyho agar, Staphylococcus medium).

Pady selektivné diagnostické - na nichz roste jen velmi mala skupina organismda, ktera se
projevi charakteristickou biochemickou reakci (Endova puda).

PFiprava Zivnych puad:

K pfipravé Zivnych pad z pfirodniho materialu se vétSinou pouziva vodovodni voda
(neméla by byt pfilis tvrd4, nevhodné je i vétSi mnozstvi Zeleza a chlorid). Pro synteticka
media pouZivame vodu destilovanou, ve specialnich pfipadech (stanoveni vitamind,
aminokyselin...) vodu redestilovanou nebo deionizovanou.

Jednotlivé slozky Zivnych medii rozpustime ve vodé, upravime pH, Zfiltrujeme, rozplnime do
nadob a sterilizujeme.

Do ztuZzenych pad pfiddvame agar v koncentraci 1,5 - 3%. Pro kultivaci autotrofnich
mikroorganismda, které nesndseji pfitomnost organickych sloucenin, se jako ztuzZovaciho
prostfedku pouziva gel kyseliny kifemicité. Dlkaz produkce extracelularnich proteolytickych
enzyma kultivovanymi mikroorganismy se provadi na mediich ztuzenych Zelatinou (dochazi
k tzv. ztekucovani Zelatiny).

VétSina medii je jiz dodavana kompletnich, v praSkové podobé. Potfebné mnoZzstvi
pouze rozpustime ve vodé , upravime pH a sterilizujeme.

Upravu pH provadime 1IN NaOH nebo 1N HCI. Pro bakterie na pH 7 - 7,3,
kvasinky a houby vyzaduji pH v rozmezi 4,5 - 6,0. Sterilizaci pad klesne jejich pH
00,1-0,3.



Sterilizace medii se provadi zpravidla autoklavovanim pfi pfetlaku 0,1 - 0,15 Mpa, coZ
odpovida teploté 121 - 128°C. Sterilizadni doba je zavisla na objemu a viskozité ptdy (20
min pro zkumavky a malé objemy, 30 - 60 min. pro objem 3l). Roztoky cukr( sterilizujeme
membranovou filtraci a pfidavame do sterilniho media.

Pro pldy, které by byly tlakovou sterilizaci posSkozeny (mléko, Zelatinova media),

sterilizujeme tzv. frakcionovanou sterilizaci. Media zahfivAme v proudici parfe po dobu 20 -
30 min na teplotu 99 - 100°C, postup opakujeme ve tiech po sobé nasleduijicich dnech.

Rozlévani pad a jejich uchovéavani:

Tekuté a ztekucené pudy plnime do sterilnich banék nebo zkumavek opatfenych

vatovymi €i kovovymi zatkami. PFi rozlévani nesmi plda potfisnit okraje nadob ani vatové
zéatky, aby nedochazelo ke kontaminaci media mikroorganismy pomnozenymi na zatkach.

*

*

Pudy sterilizujeme ihned po rozplnéni.

Z pevného media ve zkumavkach pfipravujeme tzv. Sikmé agary tak, ze
vysterilizované pady nechame utuhnout v Sikmé poloze.

Bakteriologické plotny lijeme do sterilnich Petriho misek asepticky aZ po
sterilizaci ptd. Rozlévani provadime v pfedem vydezinfikovaném boxu, misky
plnime do vysky 3 - 4 mm, pro kvantitativni analyzy pipetujeme 15 - 20 ml media
na misku o praméru 100 mm. Nechdme tuhnout ve vodorovné poloze, po
utuhnuti obvykle inkubujeme 2 - 3 dny v obracené poloze pfi teploté, jez bude
pouZita pro kultivaci. Tim dojde k vhodnému pfedsuseni pady, nutnému k
povrchovému ockovani. BEéhem inkubace se projevi i pfipadna mikrobialni
kontaminace plotny.

Takto pfipravené pady uchovavame v temném, bezprasném , suchém a pokud
moZno chladném prostiedi. Pro dlouhodobéjsi uchovavani je vhodné pouzit
chladnicku.



4. 1IZOLACE MIKROORGANISMU

4.1. 1zolace bakterii

Pro vétSinu laboratornich  experimentd  potfebujeme rozdélit  jednotlivé
mikroorganismy vyskytujici se v pfirozeném prostiedi a sledovat samostatné jednotlivé
druhy. Je to nutné pro uréeni vyznamu daného mikroorganismu v biotopu, pro prokazani, ze
ur€ity mikroorganismus je zodpovédny za probihajici biochemickou reakci nebo za
probihajici onemocnéni ¢lovéka nebo Zivocicha. Mikroorganismy péstované v laboratornich
podminkach na Zzivnych médiich oznaujeme jako kultury. Kultury jednoho druhu
oznaCujeme ¢€isté kultury. Na pfirozenych stanovistich se mikroorganismy témér vzdy
vyskytuji ve spoledenstvech, tedy jako tzv. smiSené kultury. Pokud pouZivame smiSené
kultury pro pokusné nebo provozni UCely (napf. pro biologické c¢iSténi odpadnich vod),
oznacujeme je jako technické kultury.

K ziskéni Cisté kultury (izolaci) se vyuziva selektivnich médii, jejichZ sloZeni vychazi
z pozadavku a vlastnosti izolovaného druhu, a dale u bakterii metoda kfizoveého roztéru. Ten
je Casto zapotfebi nékolikrat opakovat, nez ziskdme absolutné cistou kulturu. O distoté
izolované kultury je mozné se presveédcit kultivacné nebo mikroskopicky.

4.1.1. K¥izovy roztér

Princip metody spociva v postupném vyfedovani pivodniho vzorku tak, aby na konci
vyrastaly na tuhém médiu jednotlivé kolonie bakterii. Kolonie je potomstvo jedné plvodni
bunky, klon.

Organismy:
napf. Micrococcus varians, Escherichia coli, Pseudomonas putida,
Staphylococcus aureus

Pomucky:
bakteriologické plotny s MPA (M 2), oCkovaci klicka

Postup:
* 1.Na povrch tuhého kultivaéniho média pfeneseme vzorek, peclivé rozetfeme
sterilni klickou nebo tamponem.
* 2.Vyzihdme klicku a udélame 3 - 4 ¢ary pres husty natér.
* 3.Znovu vyzihdme a na agaru "kreslime" dalSi ¢ary pres ty pavodni.
* 4.Ptes posledni ¢ary "kreslime" hadka.
*

Cely postup je nutno provadét prisné sterilné, misku otevirame co nejméné a
klicku pfed odloZenim znovu Zihame v plameni. Klicka se Ziha v plameni tak
dlouho, az se ocko i dratek rozzhavi do oranZova, potom je nutné ji pfed
odbérem vzorku vychladit, aby nedoSlo k usmrceni bakterii.
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Obr.1 : KFizovy roztér

Hodnoceni:

PFi spravné provedeném kfizovém roztéru muzeme pozorovat na plotné jednotlivé
kolonie, hodnotime jejich barvu, tvar, profil a okraje. Vysledky hodnoceni shriite do
tabulky. Zhodnotte Cistotu kultury.
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4.2. 1zolace mikroskopickych hub

Ke studiu houbové stélky, jeji variability, rastovych podminek, jednotlivych fazi
ontogeneze je tfeba ziskat Cisté kultury.

Vzorky substratl, z nichZ organismy izolujeme, odebirame sterilné do sterilnich
nadob (Petriho misky, dézy, zkumavky), ve kterych je i uchovavame. Doporucuje se vzorek
co nejrychleji zpracovat, aby se substrat druhotné neinfikoval a rychle rostouci mykofl6ra
neprerostla druhy s pomalejSim ristem.

Ze vzorku substratu porostlého myceliem nebo pokrytého spérami odebirame
inokulum oZehnutou a zchlazenou klickou nebo preparacni jehlou a pfenasime bud pfimo na
agarovou plotnu nebo do sterilni vody ve zkumavce - k ziskani suspenze. Inokulum
suspendované ve vodé muzeme déle fedit. 0,1 - 0,5 ml posledniho fedéni vysévame na
agarovou plotnu. Tento postup je bézny pro saprofytické povrchoveé rostouci houby.

PFi izolaci pudnich hub postupujeme nékolika zpasoby:

Vysévame padni zrnka do velikosti 1 mm v priiméru na agarovou plotnu (doporucuje se
synteticka plda s padnim extraktem).

Suspenzni metodou - pudni vzorek ur€itého objemu roztfepeme ve standardnim objemu
sterilni vody, dale Fedime. V nékolika Fedénich vysévame na misky s agarovou padou.
Tato metoda je vhodna pro kvantitativni stanoveni ptdni mykoflory.

Celulézovorni houby izolujeme pomoci prouzk( sterilniho filtracniho papiru, které
zakladdame do urcité hloubky v padé a nechame je vystaveny pisobeni pudniho prostfedi.
Po vyjmuti rozdélime prouzek sterilni pinzetou na malé dily, které rozprostfeme na agarové
plotny (pouzivdme Zivna media s celulézou).

Pfiizolaci keratinofilnich hub rozprostfeme na dno sterilni Petriho misky pudni vzorek a
pFevrstvime ho nastfihanymi vlasy nebo nehty.

Koprofilni houby izolujeme na pfedem sterilizovaném krali¢im trusu. (Specifické druhy vSak
musime izolovat na trusu, na kterém se v pfirodé vyskytuiji)

Poloparazitické a parazitické houby ziskavame z hostitele pfenesenim ¢asti napadeného
pletiva nebo tkané na specifickou Zivnou pudu. Pokud mycelium roste pfimo v pletivu,
chranime material pfed sekundérni kontaminaci vzdusnymi spérami povrchovou sterilizaci.



5. OCKOVANI MIKROORGANISMU

Prvnim krokem kazdé kultivace (pomnoZovani) mikroorganisma je jejich pfeneseni z
uchovavaciho média nebo pfimo z odebraného vzorku do derstvého Zivného prostiedi,
tomuto preneseni fikame ockovani. Provadi se rlznymi metodami, vZzdy je nezbytné
zachovat vSechna pravidla sterilni prace, tak aby se do &erstvého média dostal pouze
sledovany mikroorganismus, nikoliv kontaminace ze vzduchu, rukou, dychacich cest nebo
pracovni plochy. V nasledujicim textu se budeme zabyvat zakladnimi postupy uzivanymi pfi
ockovani bakterii (ev. kvasinek), s nékterymi odliSnostmi pfi praci s mikroskopickymi
houbami a viry je mozno se seznamit v pfislusnych kapitolach.

5.1. O¢kovani kultur z tuhych médii bakteriologickou kliékou

Sterilizace klicky se provadi Zihanim v plameni kahanu. Cely dratek se vlozZi do
plamene a necha rozzhavit. Potom se ve svislé poloze necha vychladnout. Po naockovani je
nutno vzdy pfed odloZzenim klicku sterilizovat Zihanim.

* Odebirani bunék z bakteriologické plotny: Vicéko se jen mirné nadzvedne a
ockem sterilni klicky se lehce prejede po povrchu kolonie. Kli¢ka se vytdhne a
miska zavre.

*

Odebirani bunék ze Sikmého agaru: Vyzihame klicku. Zkumavka se Sikmym
agarem se chyti do levé ruky, dno se opfe o dlan. V pravé ruce drzime klicku
(jako pero). Malikem pravé ruky (ve které drzime kli¢ku) chytime zéatku, ktera
uzavird zkumavku se Sikmym agarem, a vytahneme ji. Hrdlo zkumavky
ozihneme (protdhneme plamenem). Kli¢ku vsuneme do zkumavky a do ocka
nabereme kulturu. Kli¢ku vytahneme, ozihneme hrdlo zkumavky a zatku (kterou
stale drzime malikem pravé ruky) a zkumavku uzavieme. PFi protahovani zatky
plamenem drzime stéle kli¢ku s kulturou v pravé ruce, nesmime ji protahnout
plamenem.

5.1.1. Na bakteriologické plotny
* Mirné odklopime vicko, vsuneme dovnitf klicku s odebranou kulturou a lehkym
pohybem "kreslime" po povrchu misky plochou o¢ka. Zpusob nanaSeni (Cary,
hadek, jeden organismus na misku nebo rozdéleni a okovani nékolika
organismu) zavisi na ucelu kultivace.

5.1.2. Na Sikmy agar

* Zkumavku s ¢erstvym mediem uchopime do levé ruky, klicku s odebranou

kulturou drzime v pravé ruce.



>*

Malikem pravé ruky otevieme zkumavku, oZzihneme hrdlo, vsuneme dovnitf
klicku a plochou oc¢ka "kreslime" hadka odspodu nahoru na plochu vzniklou
uSikmenim agaru.

*

Klicku vytahneme, oZihneme hrdlo a zatku a zkumavku uzavieme. Vyzihame
klicku.

Obr. 3: OCkovani na bakteriologické plotny a Sikmy agar
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5.1.3. Do tekutého média
Stejné postupujeme pfi ockovani do tekutého média ve zkumavce i v Erlenmeyerové
bance:

* . o . . . y o
Nadobu drzime levou rukou, malikem prave ruky ji otevieme, ozihneme hrdlo a
klickou, kterou od odebirani drzime v pravé ruce, naneseme kulturu na sténu
nadoby, kousek nad hladinu, peclivé rozetfeme a postupné prevedeme do
média.

*

Pfed uzavienim ozihneme hrdlo i zatku, uzavieme a suspenzi promichame.
VyZzihame kli¢ku.
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5.2. O¢kovani z tekutych medii

Pfi pouhém pfeoCkovavani muzeme i v tomto pfipadé pouzit klicky (tekutinu
nabereme do jejiho o¢ka), vétSinou vSak pouzivAme pipet a pfenaseni presného znamého
objemu. Sklenéné pipety i Spicky automatickych pipet pouzivané k ockovani musi byt sterilni.

* . , . o . L
Odbér suspenze (inokula): Pipetu drzime v pravé ruce, zkumavku nebo banku s
inokulem v levé ruce. Malikem pravé ruky otevieme barnku, oZihneme hrdlo a
pipetou odebereme poZzadované mnoZstvi inokula. Zatku stale drzime malikem
praveé ruky, nesmime pokladat.

*

Po odbéru vytahneme pipetu, oZzihneme hrdlo i zatku a banku uzavieme. Pipetu
stale drzime v praveé ruce. Pak o¢kujeme:

5.2.1. Do tekutého média

* Malikem otevieme banku ¢i zkumavku s ¢erstvym mediem, oZzihneme hrdlo a z
pipety vypustime do média poZadovany objem inokula.

* Pipetu odlozime do kbeliku se sterilizanim roztokem a nadobu asepticky
uzavieme.

*

Suspenzi protfepeme.

5.2.2. Na tuhé médium

* Oc¢kuje se na tuhé médium v Petriho miskach, pfimo na povrch média se vypusti
Z pipety pozadovany objem, nejéastéji 0,1 - 0,5 ml. V tomto pfipadé se inokulum
po povrchu roztird sterilni ty€inkou (hokejkou). Hokejkou se lehce jezdi po
povrchu misky, dnem misky se otaci v opacném sméru.

* Stejné jako pfi pfenaSeni inokula na misku se vicko odklapi minimalné, jen pro
vsunuti hokejky, levou rukou se stéle pfidrzuje nad miskou.

*

PFi oc¢kovani véts§iho objemu inokula (nad 0,5 ml) se inokulum pipetuje na
prazdné sterilni misky a zaléva agarem vytemperovanym na 45°C. PFikrytou
miskou se opatrné pohybuje, aby doslo k promichani média s inokulem.

Urcitou modifikaci je pipetovani inokula k vytemperovanému mediu ve zkumavkach, tam se
promicha a potom vyléva na misky.
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6. MIKROSKOPICKE POZOROVANI MIKROORGANISMU

6.1. Mikroskopicky preparat

Nékteré morfologické znaky mikroorganismi je tfeba posuzovat v mikroskopickém
preparatu. Pro posouzeni skute¢ného tvaru Zivé bunky, pohybu bakterii a pod.
pfipravujeme nativni preparat. Vyvoj a rast mikroorganismd pozorujeme zpravidla v tzv.
vihké komrce, kde jsou sledované bunky umitény ve visuté kapce. Pro diferencované
vybarveni nékterych bunénych struktur nebo k rozliSeni Zzivych a mrtvych bunék
pfipravujeme vitalné barvené preparaty. Mezistupen mezi vitalnimi a fixovanymi preparaty
tvofi pozorovani nezbarvenych bunék na kontrastnim pozadi - negativné barvené preparaty.
Fixované a barvené preparaty nam umoZznuji lepsi rozliSeni jednotlivych typl bezbarvych
bakterialnich bunék, jejichz tvar a struktura jsou bez pFfedchoziho barveni v optickém
mikroskopu malo zfetelné.

6.1.1. Priprava nativniho preparatu

Postup :
* Podlozni sklo vyjmeme z alkoholu, pfidrzime nad plamenem a poloZzime na
tmavou podlozku
* Do stfedu sklicka naneseme kapku sterilni vody a vyZihanou klickou do ni
pfeneseme malé mnoZstvi kultury kultivované na ztuzeném agarovém mediu
* Po ddkladném rozmichani pfekryjeme suspenzi krycim sklem tak, aby se
netvofily bublinky (k prekryti pouzijeme preparac¢ni jehlu nebo sklicko drzime za
hrany a opatrné pokladame). Pokud kapalina pfesahuje okraje kryciho skla,
odsajeme ji filtraénim papirem
* Pro dlouhodobéjsi pozorovani chranime preparéat pred vyschnutim tak, Ze hrany
kryciho skla potfeme vazelinou, rozehfatym parafinem nebo bezbarvym lakem.
Poznamka:

Preparéty pfipravované z tekutych zivnych medii obsahuji velké mnoZzstvi krystalkd
a jinych disperzi, které pusobi rusivé a mohou se podobat bakterialnim bufikam.
Proto se doporucuje bakteriélni kulturu pfed pfipravou preparatu centrifugovat a
Zivné prostfedi nahradit sterilnim fyziologickym roztokem.

6.1.2. Pfiprava fixovaného preparatu

Postup :
* Podlozni sklo vyjmeme z alkoholu, pfidrzime nad plamenem a poloZzime na
tmavou podloZku blizko plamene
* Do stfedu sklicka naneseme kapku sterilni vody a vyZihanou klickou do ni
pfeneseme malé mnoZstvi kultury
*

Po ddkladném rozmichani suspemze zhotovime pomoci sterilni klicky nebo
druhého podlozniho skla natér o plode cca 2 cm?

Preparat nechame volné na vzduchu uschnout a fixujeme
12



Fixace:

Ugelem fixace je usmrceni bunék , nebot mrtvé buriky Iépe pfijjimaji barvivo, a
zaroven pfilnuti bunék k podloZnimu sklu, aby nebyly béhem barvici procedury odplaveny.
Bakterie fixujeme zpravidla plamenem, mikroskopické houby a kvasinky vétSinou chemicky
( etanol, aceton ). Fixace plisni a kvasinek se provadi pouze pfi specialnich typech barveni a
jeji postup byva soucasti barvici metodiky.

Fixace plamenem: Skli¢ko se zaschlym natérem tfikrat protahneme nesvitivym plamenem
kahanu tak, aby bakterialni kultura byla umisténa na horni strané sklicka.

Po vychladnuti barvime.

6.1.3. Priprava trvalého preparatu

Pokud si potfebujeme obarveny preparat bakterii uchovat jako srovnavaci a
dokladovy material, zhotovime si trvaly preparat.

Postup:
* Po mikroskopické kontrole odstranime imerzni olej oplachnutim preparatu
xylenem a vysusime na vzduchu
* Na natér naneseme malé mnozstvi kanadského balzamu, pfikryjeme
odmasténym krycim sklem, jemné zatiZzime, aby balzam vyplinil cely prostor mezi
podloZnim a krycim sklem. Stejnomérny tlak by mél trvat alespor 10 minut.
*

Preparat nechame vyschnout na temném, bezprasném misté dva az tfi tydny.
Potom odstranime pfebytek zaschlého balzamu kolem okraja kryciho skla,
preparat uchovavame v suchu a temnu.

6.2. Vitalni barveni

Stanoveni procenta zZivych a mrtvych bunék ma v praxi duleZitou roli pfi stanoveni
jakosti pekarského drozdi nebo kontrole pivovarskych kvasnic béhem technologického
procesu. Mrtvé bunky se stanovuji bud pfimo tzv. vitdlnim testem nebo nepfimo , kultivaéné
(dloha 7.2.1.).

K pfimému barveni se vyuZivaji néktera netoxicka barviva, nej¢astéji metylenova modf¥, ktera
zbarvi mrtvé bunky modfe, Zivé buriky zuUstavaji nezbarveny.

Organismy:
24 hodinova kultura kvasinek ze sladiny
Pomucky:
podlozni a kryci skla, roztok metylenové modii v pufruopH 4,6 (R6)
Postup:
*

Do stfedu podlozniho skla preneseme kapku metylenové modfi a dikladné v ni
rozetfeme kli¢ku kultury kvasinek.

Preparat prekryjeme krycim sklem a ihned pozorujeme.

PFi zvétSeni 10 x 45 pocitdme zbarvené a nezbarvené buriky.
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Hodnoceni:
Mrtvé bunky se barvi modre. Pocgitame Zivé a mrtvé bunky ve dvaceti zornych polich
vitalniho preparatu , pocet mrtvych bunék vyjadfime v % celkového podtu.

Pozn:

Metylenovd modf sama pulsobi na kvasinky mirné toxicky, proto je potfeba zbarveny
preparat ihned mikroskopovat. DuleZité je také dodrzet pH barviciho roztoku.
Pro kontrolu vybarveni mrtvych bunék pfipravujeme vedle vitalné barveného preparatu také
preparat barveny po fixaci plamenem.

6.3. Barveni podle Grama

Miiwviews

barvicich postupu alpikovanych pfi diagnostice bakterii. Mikroorganismy nejen rozdéluje na
zbarvené - grampozitivni a nezbarvené - gramnegativni, ale sou¢asné nam podava informaci
o dalSich fyziologickych a chemickych charakteristikach bakterialnich bunék. (citlivost na
antibiotika, rozdily v osmotickych hodnotach, citlivost na zasadita a kysela barviva ...)

Podstata grampozitivity neni dodnes uspokojivé vysvétlena. Pravdépodobné se zde
uplatriuje odliSné chemické sloZzeni bunécné stény G+ a G- bakterii a jeji intaktnost.

Jedna se o barveni fixovaného preparatu a nasledné moreni bunék roztokem jédu.
Vznik& komplex barvivo - jod - sloZky bunécné stény, ktery Ize z bunék nékterych rodd nebo
druh mikroorganismu vyplavit etanolem nebo acetonem. Pfisludné druhy jsou ozna¢ovany
jako G-, jejich bunécné stény jsou pro mikroskopick& pozorovani dobarvovany
karbolfuchsinem. Pokud barevny komplex zustava v bunéénych sténach zachycen,
oznacujeme organismy jako G+.

Gramova reakce je u nékterych bakterii zavisla na fyziologickém stavu buriky a na
sloZeni kultivaéniho prostfedi. Tyto organismy jsou oznacovany jako gramlabilni nebo také
gramvariabilni.

Nékteré vnéjSi chemickeé a fyzikalni vlivy - mechanické poSkozeni, UV zafeni, néktera
antibiotika, kyseliny, zdsady , organické rozpoustédla, atd. mohou zpusobit ztratu
grampozitivity.

Organismy:
24 hodinové bakterialni kultury

Pomucky:
Barvici roztoky - krystalova violet (R2), Lugolv roztok (R3), karbolfuchsin
(R4), etanol, o¢kovaci klicka, odmasténa podlozni skla

Postup:
* Pfipravime natér bakterialni kultury, dokonale vysusime
* .
Fixujeme plamenem
* Prevrstvime krystalovou violeti - 30s
* Barvivo slijeme, preparat kratce oplachneme vodou - 2s
* Prevrstvime Lugolovym roztokem - 30s
*

Barvivo slijeme, preparat kratce oplachneme vodou - 2s
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Preparéat odbarvujeme etanolem nebo acetonem 20 - 30s

* .
Oplachneme vodou - 2s

* . v x .
Dobarvime ziedénym karbolfuchsinem 30 - 60s

* . . . o ey o
Preparat znovu oplachneme tekouci vodou a osusime mezi filtragnimi
papiry.

* . . . .
Pozorujeme pod olejovou imerzi.

Hodnoceni :

Pozorujeme mikroskopem pfi zvétSeni 40x a 100x, u zvétSeni 100x pouzijeme
olejovou imerzi.

Grampozitivni organismy jsou zbarveny tmavé fialové az modrocerng,
gramnegativni bakterie jsou Cervené nebo rdzove. Tvar bunék zakreslime do
protokolu, vyhodnotime jejich grampozitivitu ¢i gramnegativitu.

6.4. Negativni barveni

Negativni barveni tvofi pfechod mezi pozorovanim nezbarvenych Zivych organismua a
fixovanym barvenym preparatem. Metoda spoc¢ivA v obarveni pozadi, buriky zlstavaji
nezbarvené, jejich obrysy jsou oramovany barvivem. PouZivd se k mikroskopickému
stanoveni pouzder a slizd a k méfeni velikosti bakterialnich bunék, tedy v pfipadech, kdy
nemuzeme preparat fixovat, protoZze by doSlo ke zméné velikosti bunék a k deformaci
pouzder.

Organismy:
Azotobacter sp., Bacillus cereus

Pomucky:
oc¢kovaci kli¢ka, pipeta, podloZni skli¢ka, nigrosin (R 13), Kongo-Cerven (R 8),
1% HCI, filtr. papir, imerzni smés, mikroskop

Postup:

* 1. Barveni nigrosinem: Kli¢ka kultury bakterii se suspenduje v kapce vody na
sklicku a prida se kapka nigrosinu. Rozmicha se a pomoci druhého kryciho
sklicka rozetfe. Nechame uschnout volné na vzduchu. Nefixujeme!

*

2. Barveni Kongo-¢erveni: Na sklicko se kapne kapka Kongo-&ervené a pfimo v
ni se suspenduji buriky. Suspenze se rozetfe po povrchu sklicka a necha
zaschnout. Prevrstvime na nékolik sekund HCI, slijeme, pfebyteénou HCI
(neoplachujeme) ,osusime filtracnim papirem a dosusime na vzduchu.
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Hodnoceni:
Pozorujeme pod imerzi, 1. svétlé bunky na Sedém pozadi, 2. svétlé burky na
modrém pozadi. Tvar bunék zakreslime do protokolu.

6.5. Barveni pouzder (kapsuli)

Nékteré druhy bakterii tvofi za vhodnych podminek slizovité obaly kolem svych
bunék. Jsou sloZeny predevsim z polysacharidd, jsou silné hydratované a chrani buriku proti
nepfiznivym podminkam. Slizovité obaly se vyskytuji ve formé ostfe ohrani¢enych pouzder
(kapsuli) nebo se difuzné zfeduji do prostfedi. Na agarovych vrstvach rostou tyto bakterie ve
formé& mukdznich kolonii. Tato forma muze spontanni mutaci pfechazet na formu, ktera sliz
netvofi. Polysacharidové obaly znesnadnuji izolaci bakterii, nebot se na nich zachycuji
bunky jinych druhd. Dikaz tvorby pouzder je zaloZzen na Spatném pronikdni nékterych
slouc€enin slizovitou vrstvou.

Organismy:
Azotobacter sp.

Pomuicky:
podlozni sklicka, klicky, pipety, karbolfuchsin (R 4), nigrosin (R 13), Kongo-
¢erven (R 8), HCI 1%, methylenova modr (R 6)

Postup:

* 1.metoda: Do kapky dest. vody na podloZnim skli¢ku se pfenese malé mnozstvi

kultury Azotobactera z nahromadovaci pudy. Promicha se a suspenze se rozetie
po povrchu sklicka. Nech& se uschnout volné na vzduchu. Nefixovat! Barvime
horkym karbolfuchsinem, kterym skli¢ko pfevrstvime a opatrné zahfivame nad
plamenem do vystupu par, 1-2 minuty. Opladchneme vodou a hegativné obarvime
nigrosinem, ktery se kapne do rohu skli¢ka a rozetfe do tenké vrstvy. Rychle
osusime, napf. vysouseem na vlasy, aby se buriky neodbarvily.

2.metoda: Pfipravime preparat Azotobactera negativné obarveny Kongo-Cerveni
(viz pfedchozi tloha) a buriky obarvime metylenovou modfi - preparéat se
pFevrstvi na 3 minuty, potom se slije a ususi volné na vzduchu.

Hodnoceni:
Pozorujeme pod imerzi 1.Cervené bunky, rizova pouzdra a Sedé pozadi, 2.modré
bunky, svétla pouzdra a modré pozadi. Zakreslit!

6.6. Barveni spor

Nékteré rody bakterii (napf. Bacillus, Clostridium) mohou vytvaret "klidové" formy
zvané spory (neboli, protoZze mohou vznikat pouze uvnitf buriky, endospéry). Povrch spor je
tvofen silnym, Spatné prostupnym obalem, proto jsou velice odolné viéi plsobeni
nepfiznivych vnéjSich vlivi a toxickych latek a také obtizné barvitelné. V preparatech
barvenych béznymi technikami zlistavaji neobarvené a vybarvi se pouze jejich obal. Proto se
barvi po pfedchozim mofeni nebo za tepla pomoci silnych barviv, potom se t€Zko odbarvuji
kyselinami (acidorezistence) i jinymi slou¢eninami.
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Organismy:
Bacillus cereus, Bacillus subtilis

Pomucky:
eozin nebo kongo-Cerven nebo neutralni ¢erven (5% vodné roztoky),
malachitova zelen (R 15), safranin (R 14), 5% kyselina chromova,
karbolfuchsin (R 4), metylenova modrf (R 5), 5% kyselina sirova

Postup:
BéZnym zplsobem se pfipravi preparat, po uschnuti se fixuje v plameni a barvi:

* 1.metoda: Natér se prevrstvi malachitovou zeleni, nad kahanem zahfeje do

vystupu par a potom za stalého pfihfivani a doplfiovani barviva barvi 5 minut.
Potom se oplachne vodou a dobarvuje kontrastnim barvivem - eozinem, kongo-
¢erveni nebo neutrdlni Cerveni. Znovu se oplachne a ususi na vzduchu.

2.Mdllerova metoda: Natér mofime 10 minut kyselinou chromovou, oplachneme
vodou, pokryjeme karbolfuchsinem a zahfivame nad mirnym plamenem, do
vystupu par a pak 2 minuty, barvivo nesmi vyschnout. Po zchladnuti se oplachne
vodou a 10 s odbarvuje 5% kyselinou sirovou, pak znovu oplachne vodou.
Odbarvené vegetativni bunky se dobarvi metylenovou modfi 4-6 minut, preparat
se oplachne vodou a ususi na vzduchu.

Hodnoceni:
Mikroskopujeme imerznim objektivem, pozorujeme: 1. Spory jsou zbarveny zeleng,
zbyly bunéény obsah Cervené. 2. Spory jsou Cervené a zbytek bunky modry. Tvar
pozorovanych bunék zakreslime do protokolu.
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7. KVANTITATIVNI HODNOCENI MIKROBIALNICH KULTUR

Stanoveni poctu mikrobialnich bunék nebo celkové biomasy je nedilnou soucasti
mnoha experimentd v mikrobiologické laboratofi. Stanovuje se v daném objemu, pfepocitava
obvykle na 1ml pavodniho vzorku. Témito hodnotami jsou potom korigovany ziskané
vysledky experimentd. Poditani mikroorganismld je nezbytné pfi sledovani rdstu a
rozmnozovani, pfi hodnoceni podilu jednotlivych skupin mikroorganismi na celkovém
zastoupeni mikroorganismu. PouzZivané metody se déli na pfimé - mikroskopické,
vyuZivajici pocitani bunék v mikroskopickém preparatu a nepfimé - kultivaéni, kterymi
stanovujeme celkovy pocet zivotaschopnych bunék pomoci pocitani kolonii na agarovych
plotnach. Mezi nepfimé metody muzeme zafadit i metody nefelometrické. Vybér
nejvhodnéjSi metody je zavisly na Gcelu stanoveni. Vyhodou mikroskopického poditani je
rychlost ziskani vysledku, ziskané vysledky zahrnuji jak zivé tak mrtvé bunky. Kultivaéni
metody jsou nakladnéjSi a c¢asové narocnéjSi, poskytuji vSak obraz o skute¢ném
fyziologickém stavu kultury. Nefelometrické metody miZzeme pouzit pouze pro Ciré roztoky a

urcité koncentrace bunék.

7.1. PFimé stanoveni poétu bunék mikroskopickym poé€itanim

K po¢itani pod mikroskopem se pouZivaji suspenze o vhodné hustoté, preparaty bud
bez Upravy nebo upravované - fixaci, barvenim. K pozorovani nezbarvenych bunék se
pouZziva upravené mikroskopické techniky, napf. fazového kontrastu.

7.1.1. V poéitaci komurce

Pro pocitdni mikroorganismd jsou pouzivany razné typy pocitacich komarek
(Thomova, Burkerova, Vo3ahlikova). VSechny se skladaji ze silného podloZzniho skla s
vyrytou siti ¢étvereCkd a kryciho skla, které se poklada na boéni listy, ¢imz vznika mezi
sklicky prostor o pfesné definované hloubce. Pokud hemame k dispozici komurku, mizeme
poditat mikroorganismy v zorném poli a pfepocitame na plochu kryciho skla, pracujeme se
zndmym objemem suspenze.

Organismy:
kvasinky Saccharomyces cerevisiae (pekarské drozdi)

Pomucky:
Burkerova komurka, sterilni pipety a destilovana voda, metylenova modf (R6).

Postup:

* Pouzijeme Burkerovu pocitaci komurku, ktera ma plosky o obsahu 1/25 a
1/400mm? a hloubku prostoru mezi skli¢ky 0,1 mm (objemy 1/250 nebo
1/4000mm°).

* Suspenze, ve které mame stanovovat pocet bunék, se vhodné naredi a dukladné
zhomogenizuje a pipetou se prenese do prostoru na podloznim skli¢ku.

*

Naplnénou komurku nechame stét asi 5 min - buriky se usadi na dno.
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Pocitdme buriky v jednotlivych ploSkach (menSich ¢tvereccich) stéle stejnym
postupem - vZzdy zahrnujeme do obsahu jedné ploSky buriky leZici na 2
sbhihajicich se stranach (napf. na levé a dolni strané, objekty na pravé a horni
strané do poctu bunék na ploSce nezahrnujeme). Je nutno spocitat bunky ve
vétSim poctu policek (80) z riznych Easti komurky (postupujeme po fadéch, vzdy
jednim smérem).

* K odlideni zivych a mrtvych bunék je mozno vyuzit vitaini test.

Hodnoceni:
Vypodet: maly étveredek - plocha 1/400 mm?, objem nad 1 plodkou 1/4000mm?,
pocet vyhodnocenych ploSek - 80, zjistény celkovy pocet bunék - 800, fedéni
suspenze - 10x. Poget bunék v 1ml pavodni suspenze = 800/80 . 4000 . 10 =
400000 = 4.10° bunék. Pokud se pouZije vitalniho testu, hodnoti se kromé
celkového poctu bunék jesté pocet mrtvych bunék a stanovi se procento mrtvych
bunék v suspenzi.

7.1.2.Na fixovanych a barvenych preparatech

Pouziti této metody je vhodné, jestlize potfebujeme preparaty uchovat jako
dokladovy material nebo je nutno transportovat jiz pfimo zpracované preparaty.

Postup:
* o . . wr o . e iaex L . y

K pfipravé preparatu se pouzivaji podlozni sklicka, ktera maji na spodni strané
rydlem nebo fixou oznacenou presné definovanou plochu (napf. pomoci
milimetrového papiru). Na tuto plochu se pak nanasi znAmy objem suspenze,
rozetfe se po oznacené ploSe a po usuSeni a fixaci barvi (napf¥. safraninem,
erythrosinem, karbolfuchsinem). Bunky se pocitaji nejméné v 10 zornych polich
zmeérenych objektivovym mikrometrem.

Hodnoceni:

Vypocet celkového poctu bunék v 1ml suspenze: pramérny pocet bunék v jednom
zorném poli nasobime plochou preparatu (policka) a délime plochou zorného pole a
pouZzitym objemem.

7.1.3. Na membréanovych filtrech

Metoda se vyuziva tam, kde mazeme dobfe oddélit mikroby od ostatni biomasy a kde
potfebujeme zkoncentrovat jejich buriky z vétSich objem0 vzorku. V praxi se jedna
predevsim o rozbory vody.

Postup:
* Vzorky filtrujeme varem sterilizovanymi membranovymi filtry (velikost p6ru 0,4 az
0,7 nm), filtrujeme vzdy 2 rizné objemy od 1 vzorku, tyto objemy volime podle
predpokladaného mnozstvi mikroorganismu ve vzorku (napf. vodovodni voda
100 a 10 ml, silné znecisténé vody je nutno Fedit).
*

Mikroorganismy zachycené na filtru barvime karbolerythrosinem (30 - 80 minut v
misce s vrstvou filtr. papird nasycenych barvivem nebo 5 - 10 minut na hladiné
2% roztoku barviva na hodinovém skle na horké vodni lazni. Filtr se pak pfenasi
do nékolika misek s filtraénimi papiry a destilovanou vodou (vymyti pfebyteéného
barviva). VysusSeny filtr pfeneseme do kapky imerzniho oleje na podloznim skle,

19



dalSi kapku naneseme na membranu a preparat uzavieme krycim sklem.
Pocitame imerznim objektivem a bud okularem s vloZenou méfici sitkou nebo
bunky v 1 zorném poli, poditame dostatecny pocet poli.

Hodnoceni:
Vypoditame mnoZzstvi bunék v 1ml vody:

Al.n

A2V
kde :
X = pocet bunék v 1ml vody
n = primérny pocet bunék v 1 pocitané ploSce (CtvereCek nebo  zorné pole)
A1 = filtraéni plocha aparatu v nm?
A2 = plocha 1 ¢tvere¢ku nebo 1 zorného pole
V = objem filtrované vody v mi

7.2. Nepfimeé stanoveni poétu bunék

7.2.1. Kultivaéni stanoveni celkového poé€tu Zivotaschopnych bunék

Nej¢astéjSim zplsobem poditani bunék mikroorganismu pomoci kultivace je pocitani
kolonii vyrostlych na agarovych plotnach. Metoda vychazi ze zakladniho empiricky
ovéfeného predpokladu, Z2e z 1 Zivotaschopné bunky vyrdstd 1 kolonie. Pojmem
"Zivotaschopnost" se v tomto pfipadé rozumi schopnost bunky vytvaret na agarovém Zivném
mediu viditelné makroskopické kolonie. Zaockovani inokula do agarového média je mozno
provadét dvéma zpusoby: 1. o¢kovanim inokula (nejlépe v objemu do 0,5 ml) na pfedsuSené
agarové plotny a jeho rozetfenim sterilni hokejkou nebo 2. zalitim potfebného objemu
inokula (nejcastéji 1 ml) vytemperovanym agarem a dikladnym rozmichanim. Druhou
metodu je moZné pouzit i pro stanoveni anaerob (kultivace pod parafinem).

Suspenzi je nutné pred ockovanim fedit, aby na tuhém mediu vyrostly jednotlivé
kolonie, které se neprekryvaji svymi okraji. Obvykle se pouZiva pfi fedéni koeficient 10,
bunky se vyfeduji postupné, aby se zabranilo rozbiti bunék osmotickym Sokem. Pro uréeni
optimalniho kone&ného zfedéni je nutno odhadnout hustotu suspenze (0-10° bunék/ml bez
opalescence, 10°/ml lehce opaleskuje, 10’-10°/ml tvoii mlé&ny zékal, zavisi na tvaru a
velikosti bunék).

Organismy:
Micrococcus varians, Escherichia coli, Pseudomonas putida
Pomucky:

sterilni bakteriologické plotny s MPA (M 2), sterilni zkumavky, pipety, hokejky, sterilni
fosfatovy Ustoj (R 16) nebo fyziologicky roztok (R 1).
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Postup:

1.fedéni

* Pfipravi se fada sterilnich zkumavek s 0,9 ml sterilniho Ustoje.

* Ze vzorku se sterilné odebere 0,1 ml suspenze a prenese se do 1. zkumavky.

* Cistou pipetou se nejprve promicha obsah 1. zkumavky, a potom odebere 0,1ml,
ktera se prenese do 2. zkumavky.

* DalSi Cistou pipetou se opét nejprve obsah 2. zkumavky promicha a pak odebere
0,1 ml do 3. zkumavky. Stejnym zpUsobem se pokracuje az do kone¢ného
zfedéni.

* VSechny kroky fedéni je nutno provadét sterilné.
2.0¢kovani

* Oc¢kujeme na pfedem pfipravené a popisovac¢em oznacené plotny s MPA (u
stanoveni specifickych skupin mikroorganismu na pfislusné jiné médium, napf.
Endo-agar).

* Ockujeme 0,1 ml suspenze na 1 misku, vZdy alespon 3 misky od kazdého
fedéni.

* Napipetovany vzorek se roztira sterilni hokejkou krouzivym pohybem po celém
povrchu misky. Dnem misky se otaci v opacném sméru a na hokejku se netlagi.

* PFi pipetovani i "hokejkovani" otvirame misky co nejméné.

* Pro kontrolu sterility naoCkujeme na 2 misky po 0,1 ml fediciho roztoku.
3.Kultivace

* Kultivujeme v termostatu pfi 30°C 2-3 dny, misky pokladame dnem vzhuru

Hodnoceni:

v oivs

pocet kolonii na vSech miskach tohoto fedéni. Pocitané kolonie si ozna¢ime na spodni
stranu misky fixou. Ze ziskanych hodnot spocitame prumér, Cislo
vynasobime fedénim a 10ti (pipetovali jsme 0,1ml na misku).

PF.: Pramér ze 3 misek je 75, fedéni 10°, dostaneme potom
75.10°.10=7,5.10'CFU/ml. Poget bunék se uvadi jako CFU = colony forming
units v 1ml, protoZe ne vzZdy reprezentuje 1 kolonie 1 bunku, nékteré bunky jsou
docasné spojeny a vyrusta z nich pak 1 kolonie.
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Obr . 4 Kultivaéni stanoveni poc¢tu bunék

7.2.2. Nefelometrické stanoveni po€tu bunék

Metoda je zaloZena na zjiSténi aktualni hustoty bunék nefelometrem. Rozptyl svétla v
zakalené kapaliné zavisi na jeho vinové délce, optickych vlastnostech kapaliny i vlastnostech
rozptylenych &astic. Metodu lze pouzit pouze v kombinaci s mikroskopickou nebo kultivaéni
metodou stanoveni poctu bunék a pouze v ur€itém koncentracnim rozmezi suspendovanych
Castic (pfi prilis vysokych koncentracich bunék v suspenzi je svétlo absorbovano okolni
kapalinou, takZe hodnoty neodpovidaji skute¢nosti.

Postup:
* Nejprve sestrojime kalibraéni kfivku, vyjadfujici zavislost optické denzity (OD) na
poctu bunék (ev. log) pfi vhodné vinové délce (napf. 620nm). Pouzijeme k tomu
fadu fedéni vzorku v pouZzitém rozpoustédle, Zivném mediu nebo Ustoji. U
kazdého fedéni zmé&fime optickou denzitu a stanovime pocet bunék
(mikroskopicky nebo kultivacné).
*

Zméfime optickou denzitu vzorku, ve kterém stanovujeme pocet bunék.
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Hodnoceni:
Sestrojime graf. Z néj potom po vyneseni zméfenych hodnot OD odeditame pocet
bunék (téhoZ organismu ve stejném mediu). ! Pfesné stanovit pocet bunék Ize
pouze vV linearni &asti kfivky !

Pozn: Metoda je vhodna tehdy, zjiStujeme-li po€et bunék ve velkém poctu opakovani u
téhoz organismu a za stejnych podminek.
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8. BAKTERIE V PUDE

8.1. Pfimé barveni pudnich bakterii

Pdda je jednim z pfirozenych stanovist mikroorganismd. Mikroorganismy jsou
rozhodujicim Cinitelem pfi vzniku pady, ovliviiuji padni strukturu, Gcéastni se rozkladu
organické hmoty - at uz v procesu humifikace nebo mineralizace - maji nezastupitelnou roli
pfi pfeméné a kolobéhu biologicky ddlezitych prvka v pfirodé.

Produkuiji fadu latek, jimiz ovliviuji rist rostlin - vitaminy, rastové latky ....
Zanedbatelna neni ani jejich schopnost fixovat vzdusny dusik.

Zastoupeni jednotlivych skupin bakterii v padé muzeme zjiStovat metodou pfimého
barveni v pudnim vzorku. Pro pfesnou identifikaci je nutho mikroorganismy izolovat a déle
kultivovat v Cistych kulturach.

Organismy:
vzorky zeminy odebrané z riznych lokalit

Pomucky:
Podlozni skla, karbolerytrosin, 0,1% agar, 96% etanol, 0,015 % roztok Zelatiny,
40% kyselina octova, 1% roztok bengalské €erveni, 1% roztok erytrosinu Y

Postup: 1.

* . . . : - .
Pfipravime suspenzi zeminy ve sterilni vodé 1 : 10

* Kapku suspenze nechame zaschnout na skli¢ku, pfevrstvime 0,1% roztokem
agaru ve vodé a ususime pfi 40 - 50° C.
* Na suchy preparat kdpneme nékolik kapek 96% etanolu , usuSime na vzduchu
* Fixovany preparat barvime karbolerytrosinem 5 - 15 minut , dobu barveni
muaZeme prodlouzit, pfipadné preparat slabé zahréat
* . .
Oplachneme vodou, ususime
Postup: 2.
Pfipravime suspenzi zeminy 1 : 10 v 0,015% vodném roztoku Zelatiny
Natfeme tenky film na podlozZni sklo, usuSime
* Ponofime do 40% kyselny octové na 1 - 3 minuty, oplachneme vodou a ususime
na vodni lazni
* Barvime 1 minutu 1% vodnym roztokem erytrosinu Y nebo 1% vodnym roztokem
bengélské Cerveni. Po dobu barveni nechame skli¢ko stale na vodni lazni
* . .
Oplachneme vodou, usuSime
Hodnoceni:

Mikroskopicky vyhodnotime zastoupeni mikroorganismu v jednotlivych vzorcich pud
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8.2. lzolace bakterii poutajicich vzdusny dusik

Atmosféra nam poskytuje obrovskou zasobu plynného dusiku (asi 78%), ale jen maly
pocet organismul je vybaven enzymatickym aparatem, ktery jim umoznuje vzduSny dusik

vazat a vyuzivat. Mezi volné Zijici bakterie disponujici touto schopnosti patfi rody
Azotobacter a Clostridium.

Azotobacter chroococcum je druh naro¢ny na podminky prostfedi, jeho podil na
celkovém mnoZstvi padni mikroflory je relativné maly - uvadi se 10° - 10° bunék /1g pudy.
Vyskytuje se jen v dobfe provzdusnovanych a hnojenych padéach s neutrdlni az alkalickou
reakci. NejCastéji jej lze nalézt v tésné blizkosti kofenového systému rostlin, kde je pida
obohacena o organické latky - kofenové vymeésky. Vyzaduje pritomnost cukr(l, jednoduchych
alkoholt nebo soli organickych kyselin, jejichZ oxidaci ziskava azotobakter energii potfebnou
k fixaci molekularniho dusiku. Pomérné velké jsou i jeho naroky na pfitomnost fosforu a
vapniku, z mikroelementt molybdenu, boru, vanadu, Zeleza a manganu. V kyselych padéach
nefixuje dusik. Jeho teplotni optimum se pohybuje mezi 25 -30° C .

Clostridium pasteurianum patfi do skupiny pfisné anaerobnich bakterii maselného
kvaSeni. Je tolerantni ke kyselé i zasadité reakci pudy, dobfe snasi vysoké nasyceni pady
vodou a nizsi teploty. Malé naroky na prostfedi a schopnost tvofit spory umozriuji jeho
rozSifeni témér ve vSech typech pld. Zastoupeni v pudni mikrofléfe je udavano v rozmezi
10° -10° bunék/1g pudy.

8.2.1. lzolace azotobactera

Izolaci provadime na selektivnim bezdusikatém mediu, které eliminuje druhy
vyZadujici pfitomnost dusiku. Médium nezarucuje eliminaci mikroskopickych hub.

Organismy:
Vzorky zeminy z arodné, dobfe provzdusSniované pudy
Média:
Petriho misky s Ashbyho agarem (M 5)
Pomucky:
oc¢kovaci klicky
Postup:

* a) Petriho misky s Ashbyho agarem zaockujeme 0,5 ml ptidniho extraktu (viz

izolace clostridia)

* b) Petriho misky s Ashbyho agarem zao¢kujeme pfimo zrni¢ky zeminy

Kultivujeme 72 hodin pfi 30° C.

* X . . . v y
Cistotu izolované kultury hodnotime kfizovym roztérem

Hodnoceni:
PFitomnost azotobactera se projevi prahlednymi, pozdéji hnédnoucimi slizovitymi
koloniemi.
Provedeme mikroskopickou kontrolu
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8.2.2. lzolace clostridii

Izolaci provadime ze zeminy s kyselou padni reakci, v anaerobnich podminkéach.
PFitomnost nesporulujicich anaerobnich bakterii vylou¢ime pasteurizaci.

Organismy:
vzorky lesni zeminy
Média:
MPB €.2 (M 1) s 5% glukoézy (po 5 ml ve zkumavkach)

Pomuicky:
Vodni lazen, zkumavky, zafizeni pro filtraci, pipety, sterilni parafinovy olej

Postup:
* Pfipravime padni extrakt:
zeminu smichdme s destilovanou vodou v poméru 1 : 10
tfepeme alespon 10 minut
Zfiltrujeme dvakrat pfes bunicitou vatu (filtrat neni zcela ¢iry)
* Pasteurizujeme 10 - 20 minut pfi 75° - 80° C na vodni lazni
* Do horkého, Cerstvé presterilizovaného média pipetujeme pasteurizovany padni
extrakt (1 ml) a ihned pfevrstvime 1 ml sterilniho parafinového oleje
* . v A0
Kultivujeme 72 hod. pfi 30" C
Hodnoceni:

Bé&hem kultivace pozorujeme tvorbu plynu,

kultura ma charakteristicky zdpach po kyseliné maselné,
na dné zkumavky se tvofi svétla usazenina.

Provedeme mikroskopickou kontrolu.
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8.3. Izolace celulolytickych bakterii

Podstatnou soucasti bunécnych stén rostlinnych bunék je celuléza. V rostlinném
materialu je zpravidla doprovazena dalSimi té€Zko odbouratelnymi pravodnimi latkami -
hemicelul6zami, ligninem, pektinovymi a tukovymi latkami.

Na jejich rozkladu se podili cela fada mikroorganismd schopnych hydrolyticky Stépit
celulézu na celobidzu a dale na glukézové jednotky. Nejvétsi podil na téchto procesech maji
aerobni celulolytické bakterie. Jejich zastoupeni v ptdé je jednim z ukazatelt Urodnosti. V
intenzivné obdélavanych pudach se vyskytuji zastupci rodld Cytophaga, Cellvibrio,
Cellfalcicula, Sporocytophaga, atd. Ve slabé obdélavanych a zvlasté kyselych pudach
pfevladaji mikroskopické houby.

Mikroorganismy:

Vzorky zeminy z rliznych stanovist
Média:

Puda pro izolaci celulolytickych bakterii (M 13)
Pomiuicky:

Zkumavky, chromatograficky papir

Postup:
* Zkumavky naplnime do 1/3 Zivnym roztokem
* Do roztoku zasuneme prouzek chromatografického papiru tak, aby alespor 3cm
vy¢nival nad hladinu
* Sterilizujeme 20 minut pfi 120° C
* Po ochlazeni na pokojovou teplotu oc¢kujeme 2 ml pidniho extraktu (viz uloha €.
8.2.2)
* o v Ao .
Kultivujeme pfi 25~ C 10 dni
* Z izolovanych kultur pfipravime preparaty a provedeme mikroskopickou kontrolu
Hodnoceni:

Rozklad celulézy se projevi zbarvenim filtraniho papiru a jeho postupnym
rozkladem na napadenych mistech.
Popsanou izolaéni technikou vétSinou ziskame zastupce rodd Cellvibrio a
Cellfalcicula, v naSich experimentech se projevi tvorbou Zlutého a hnédého
pigmentu,Sporocytophaga s okrovym pigmentem a Cytophaga s pigmentem
oranzovym, ¢ervenym nebo zelenym.

Pozn: Cisté kultury izolujeme kFizovym roztérem na syntetickém mediu s celul6zou.

27



8.4. Izolace lipolytickych bakterii

Tuky jsou v padé odbouravany na volné mastné kyseliny a glycerol. Tento proces
zahrnuje cely komplex enzymatickych reakci, na kterych se podileji prfedevSim
mikroorganismy naleZejici k rodim Pseudomonas, Mycobacterium, Serratia a
Corynebacterium.

Orienta¢ni stanoveni druhového zastoupeni a rychlosti rozkladu tukd lze proveést
nasledujici metodou:

Organismy:

Vzorky zeminy odebrané z riznych stanovist
Média:

MPA ¢.1 (M 2), tuky ( 0], sadlo, tributyrin, tween )

Pomiuicky:
Zkumavky, pipety, Petrino misky, 20% CuSO,

Postup:
* Rozvarfené Zivné médium rozpipetujeme po 15 ml do zkumavek
*  Pfidame 0,15g tekutého tuku
* Sterilizujeme 20 minut pfi 120° C
* Cely obsah zkumavky vlijeme do Petriho misky a kyvavym pohybem
promichame. Tim zajistime rovhomeérné rozptyleni tuku v misce.
* Na utuhlé médium o¢kujeme Eastice zeminy nebo padni extrakt ( viz Gloha
¢.8.2.2.)
* Kultivujeme ve dvou variantach - pfi 37° C a 25° C - po dobu 24 - 72 hodin.
* Do kazdé misky pipetujeme 5 ml roztoku CuSO,, nechame 15 minut pusobit,
prebytecny roztok slijeme.
Hodnoceni:

V mistech, kde byl tuk mikroorganismy rozstépen, se vyrazné vyjasni Zivné
médium, okraje zény jsou obvykle kfidové bile zbarveny. V pfitomnosti CuSO, se
kolem kolonii objevi zelené zbarveni.

Na misce je mozno nalézt rizné druhy mikroskopickych hub - Penicillium,
Geotrichum, Aspergillus...., kvasinek, z bakterii Bacillus subtilis, Serratia
marcescens, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida apod.

Vv e
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9. BAKTERIE VE VODE

Sladk& voda je jednim z pfirozenych stanovist bakterii. Jejich mnozstvi a druhové
zastoupeni zavisi na zdrojich uhlikaté a dusikaté vyzivy a na pfitomnosti kysliku. Ve vodé
pfitomné bakterie mdZeme rozdélit do tfi zdkladnich skupin:

a) Autochtonni vodni bakterie, typické vodni bakterie, jsou zastoupeny predevsim rody
Chromobacterium, Flavobacterium, Micrococcus, Sphaerotilus, Leptothrix a Spirillum.
Pokud je ve vodé velké mnoZstvi organické hmoty, ve vétSim mnoZstvi se vyskytuji
anaerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie (napf. Clostridium).

b) Puadni bakterie (rody Bacillus, Micrococcus, Streptomyces a koryneformni bakterie -
Corynebacterium, Brevibacterium) se do vody dostavaji splavovanim puady. Jedna se
pfevazné o aerobni bakterie a nachazime je hlavné ve svrchnich vrstvach. Vzhledem k jejich
mohutnému enzymatickému systému je jejich vyskyt limitovan koncentraci Zivin.

c) Baktérie ze stfev €lovéka a zvirat, pfedevsim zastupci Celedi Enterobacteriaceae, dale
nékteré streptokoky (napf. Streptococcus faecalis) a nékteré druhy rodu Clostridium. Za
uréitych podminek mudZeme izolovat i patogenni bakterie (Salmonella typhi, Shigella
dysenteriae ...), jejich vyskyt ve vodé je vSak kratkodoby, protoZe voda pro né neni vhodnym
stanovistém.

9.1. Zakladni mikrobiologicky rozbor vody

Mikrobiologicky rozbor vody je vedle hodnoceni chemického a ev. biologického
zakladni slozkou komplexniho posouzeni kvality u vSech typa vod. Nékter4 stanoveni jsou
zafazena do statnich norem a zpusob jejich provedeni je tedy zavazny pro vSechny
provadéjici organizace (CSN 830521 "Mikrobiologicky rozbor pitné vody"), jind jsou
doplhujici, zvlasté ve spornych pfipadech v nékterych povrchovych vodach, pfi znecisténi
zdroju pitné vody nebo pfi sledovani kvality vy¢isténé vody odpadni.

Pfi rutinnim mikrobiologickém rozboru vody neni moZno stanovovat vSechny
pfitomné mikroorganismy, ani se pro naroénou metodiku neprovadi stanoveni vSech
patogennich (= onemocnéni zplsobujicich) mikroorganisma. Proto se pro zjisténi, zda se ve
sledované vodé vyskytuji z hygienického hlediska zavadné bakterie, vyuziva stanoveni
indikatorovych skupin bakterii (bakterii stejného ekologického charakteru, které Ize rychle a
pomérné jednoduse stanovit).

9.1.1. Stanoveni indikatort obecného zneéisténi

a) Psychrofilnich bakterii

Jedna se o bakterie s rastovym optimem 20°C, indikuji pfitomnost organickych latek
rychle rozloZitelnych bakteriemi pfi nizkych teplotach. Jejich stanoveni se provadi u pitnych
vod, u povrchovych vod predevsim v pfipadé vyuziti zdroje k Upravé na vodu pitnou a v
ostatnich pfipadech v zavislosti na u¢elu mikrobiologického rozboru.

Postup:
Po 0,1 ml pfislusné nafedéného vzorku pipetujeme na 3 sterilni plotny s MPA,
dikladné rozetfeme sterilni hokejkou a kultivujeme dnem vzhiru 72h pfi 20°C.

Hodnocenf:

Spocitame vyrostlé kolonie na miskach s nejvhodnéjSim fedénim (30-300 kolonii) a
pramér prepoditame na 1 ml pavodniho nefedéného vzorku.
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b) Mezofilnich bakterii

Tyto bakterie, rostouci aerobné pfi 37°C, indikuji zneciSténi mikroflorou
teplokrevnych Zivo€ichl a ¢lovéka, vEetné mikrobu patogennich.

Postup a hodnocent:
Shodné jako u bakterii psychrofilnich, kultivujeme pfi teploté 37°C po dobu 48h.

9.1.2. Stanoveni indikatoru fekalniho znecisténi

Jako indikatory fekalniho znecisténi se stanovuji koliformni bakterie a enterokoky,
tedy bakterie vyskytujici se ve stfevé. Indikadtorova hodnota obou téchto skupin neni a
nemaze byt jednozna¢nd a je hodné diskutovana, zatim vSak nebyly jako zakladni
organismy hygienického hlediska uspokojivé nahrazeny.

a) Koliformnich bakterii

Tato skupina zahrnuje bakterie naleZejici do Celedi Enterobacteriaceae (G- tycky
netvofici spory), bézné obyvatele tlustého stifeva Clovéka a nékterych zvifat. Nejc¢astéjSim
zastupcem je Escherichia coli, i ostatni pfibuzné druhy maji podobné morfologické a
fyziologické vlastnosti (zkvaSovani laktézy do 48h za tvorby kyseliny a plynu, negativni
cytochromoxidazovy test). Jejich pfitomnost ve vodé je dikazem znecisténi fekéliemi a
v tomto pfipadé se mohou ve vodé vyskytovat i stfevni patogenni bakterie (Salmonella,
Schigella). V pfipadé, Ze je podezfeni na pfitomnost nékterych téchto patogend, je potfeba
rozSifit zdkladni rozbor o jejich stanoveni.

Postup:

1. Stanoveni na Endo-agaru

Pfes sterilni membranovy filtr o velikosti por cca 0,3nm (napf. SYN-POR 7)
Zfiltrujeme 10 ml pitné vody ze zdroje pro individuélni zasobovani nebo 100 ml vody ze
zdroje pro hromadné zasobovani (membranu klademe do sterilniho filtracniho pfistroje
ozihnutou pinzetou, lesklou stranou nahoru). U povrchovych vod s vétSim znedisténim
filtrujeme menSi objem vzorku nebo pipetujeme vzorek pfimo na misku (stejné jako u
psychrofilnich a mezofilnich bakterii).

Po filtraci sterilné pfeneseme membranu na plotnu s Endo-agarem tak, aby spodni
strana dobfe pfilnula na povrch plotny. Kultivujeme v termostatu dnem vzhuru pfi 37°C 48h.

2. Stanoveni kvasnou zkouSkou

Metodu pouzivAme soubézné s Endo-agarem u pitnych vod, v nékterych pfipadech u
vod povrchovych a odpadnich. Test provadime v tekutém mediu s laktézou, dojde k
pomnoZeni koliformnich bakterii za tvorby kyselin a plynu, nebo jen kyselin.

Do zkumavky s 9 ml média a s plynovkou pfidame 1 ml vzorku, opatrné promichame
a inkubujeme pfi 37°C 24h, pfi negativnim vysledku dalSich 24h.

3. Stanoveni fekalnich koliformnich bakterii

Provedenim tzv. teplotniho testu stanovime podil koliformnich bakterii pochazejicich
pfimo ze zazivaciho traktu teplokrevnych ZivoCichi a Clovéka, tedy Cerstvé fekalni
znedisténi. OdliSime je od bakterii pochazejicich ze starSiho znecisténi, které jsou jiz
soucasti heterotrofniho spole€enstva dané lokality.

Test provadime pfi teploté 43°C na Endo-agaru a v mediu s laktézou stejné jako pri
37°C.
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Hodnoceni:

1. a 3.: Pocitame kolonie na membrané (eventuelné pfimo na agarové plotné).
Kolonie charakteristické pro koliformni bakterie maji ¢ervené zbarveni (laktézopozitivni) a
negativni cytochromoxidazovy test.

2. a 3.. Tvorba kyselin se projevi zeZloutnutim média, tvorba plynu bublinou v
plynovce. Za pozitivni vysledek zkouSky se povazuje soucasna tvorba kyselin a plynu nebo
jen tvorba kyselin.

b) Enterokoku

Enterokoky jsou skupina G+ streptokokd, ktera se vyskytuje v travicim traktu ¢lovéka
a Zzivocichu. Oproti koliformnim bakteriim se vyznacuji relativné vySSi termorezistenci a
odolnosti vici dalSim fyzikalnim a chemickym vliviim okolniho prostfedi. Jsou povaZovany za
vyznamny indikator fekalniho znecisténi, predevSim ve vodach pitnych, upravovanych
dezinfekci.

Postup:

Vodu filtrujeme stejné jako pro stanoveni koliformnich bakterii a membranu
kultivujeme na pudé s azidem sodnym a TTC. Misky inkubujeme dnem vzhuru 48h pfi 37°C.
Vice znecisténé vzorky mazeme pfimo vyockovavat na misku.

Hodnoceni:
Pocitame UpIné nebo ¢astecné Cervené kolonie, bilé a bezbarvé kolonie nepocitame.

9.1.3. Odbér vzorka pro mikrobiologicka stanoveni

Odbér vody se provadi do sterilnich zabrusovych lahvi, u zdroju pro lokalni
zasobovani odebirame 250 ml, u vodovodu vice. U znecisténych povrchovych a odpadnich
vod staci 100-150 ml (pro zakladni rozbor, pro specialni stanoveni je tfeba odebirat az 1lI).
PFi odbéru je nutno zajistit, aby nedoslo ke kontaminaci z okolniho prostfedi. Pfi odbéru z
vodovodniho kohoutku nebo pumpy nechdame vodu nejprve 5 min rovnomérné odtékat.
Potom naplnime odbérovou lahev tak, Ze mezi hladinou a zétkou zlstane asi 2 cm vysoky
prazdny prostor. Po uzavieni lahve zatku prekryjeme hlinikovou folii. Vzorky je nutno
zpracovat co nejdfive po odbéru, nejlépe do 2h, maximalné do 6h, v pfipadé transportu a
uchovéavani v chladni¢ce (4-6°C) maximélné do 24h.

31



9.2. Provedeni zakladniho rozboru pitné vody (cviéeni)

Pomuicky:

bakteriologické plotny s MPA (M 2) a s Endovym agarem (M 6), sterilni pipety,
hokejky, zkumavky a fosfatovy Ustoj (pH 7,2), vzorek pitné vody.

Postup:

* .y
1.0debereme vzorek pitné vody.
2.Vodu fedime ve sterilnim fosfatovéem astoji (0,2 ml vzorku do 1,8 ml fosf.
Ustoje, promichat Cistou pipetou a odebrat 0,2 ml do dalSi pfedem pfipravené
zkumavky s 1,8 ml fosfatového Gstoje) do Fedéni 10°. Dbame na dodrZeni vech
podminek sterilni prace.

* _ e s e e , .
3.0¢kujeme 0,1 ml vody nefedéné i vSech fedéni na misky s MPA pro stanoveni
psychrofilnich a mezofilnich bakterii.

* . . . e . “ L Y
4.Stanovime koliformni bakterie filtraci nebo vyo&kovanim 0,1 ml nefedéné vody
na misku s Endo-agarem.

* . I .
5.Kultivujeme, jak je uvedeno vyse.

Hodnoceni:

32

Pocty mezofilnich a psychrofilnich bakterii pfepo¢teme na 1 ml, koliformni bakterie
nebo enterokoky vyjadfujeme jako pocet ve sledovaném objemu. Stanovené pocty
srovname s normou a zhodnotime, zda voda vyhovuje pozadavkam kladenym na
vodu pitnou.

CSN 830521: Voda pro hromadné zasobovani (vice neZ 100 osob) nesmi
obsahovat vice nez:
200 psychrofilnich
20 mezofilnich bakterii v 1 ml
a 0 koliformnich bakterii nebo enterokokd ve 100 ml.
Voda pro individualni zdsobovéani (méné nez 100 osob) nesmi obsahovat vice nez:
500 psychrofilnich
100 mezofilnich bakterii v 1 ml
a 0 koliformnich bakterii nebo enterokokd v 10 ml.



1l
1l

fosfatovy
Ostoy
Aml

Endo-agar MR A, MR A, Endo-agar hAFA, MAFA, Enda-agar WP A, hAP A,

kaliformni  psychrof.  mezofilni kaliformni  psychrof.  mezofiini koliformni psychrof.  mezof,

Obr .5 Mikrobiologicky rozbor vody
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10. ZAKLADY IDENTIFIKACE BAKTERII

Ukolem identifikace bakterialni kultury je stanoveni pfislusnosti studovaného kmene
k urcité taxonomické skupiné. Zakladni taxonomickou jednotkou je druh, pfehled popsanych
druhu a jejich vlastnosti, kli¢e a tabulky k ur€ovani jednotlivych rodt udava Bergey's Manual
of Systematic Bacteriology, mezinarodni publikace vychéazejici ve stale doplfiovanych a
rozSifovanych vydanich. Identifikace je mozné jen tehdy, pokud pracujeme s Cistou kulturou
(ovéfeni Gramovym barvenim nebo kfizovym roztérem). Pfi identifikaci sledujeme nékolik
skupin vlastnosti:
1.Morfologické vlastnosti, makroskopické i mikroskopické, tvar a zbarveni kolonii,
charakter rustu, rizna identifikacni barveni (napf. Gramovo nebo acidorezistentni barveni),
tvorbu spor, pfitomnost pouzdra, bi¢iku atd.
2.Fyziologické vlastnosti - vztah ke kysliku, teplotni rozmezi pro rudst, rezistence k teploté,
tolerance k NaCl, citlivost ke Zlu¢ovym solim, na antibiotika, typ metabolismu (fermentativni,
aerobné nebo anaerobné respiracni).
3.Biochemické vlastnosti - vyuzivani zdroju uhliku, redukce nitratd, tvorba indolu, acetoinu
atd.
4.Doplnujici testy - elektronova mikroskopie, stanoveni obsahu G+C v DNA, sérotytizace,
fagotypizace, chemicka analyza bunééné stény, PCR, ribotypizace, dikaz produkce toxinu,
ddkaz patogenity.

Vybér vhodnych testll zavisi na charakteristickych znacich sledované skupiny.
Zarazeni sledovaného kmene do urcité skupiny, na zakladé morfologickych a fyziologickych
vlastnosti, je vzdy prvnim krokem. Na jeho zakladé potom navrhujeme dalSi testy - série
biochemickych testl a testy dopliujici (sérotypizace, dikaz produkce toxinu nebo patogenity
u materialu izolovaného z infekénich procest, molekularné-biologické metody pfi popisu
noveého druhu, chemické analyza bunééné stény u koryneformnich bakterii apod.). Ziskané
Udaje jsou zpracovavany podle klicd a tabulek, ¢asto za pomoci pocitate. Protoze
identifikace je znané naro¢na, podafi se jen malo typickych vzorkd zafadit az do druhu
pfimo v provoznich laboratofich.

10.1. Biochemicke identifikaéni testy bakterii

Jako identifikaéni biochemické znaky slouZi ty vlastnosti, které jsou snadno zjistitelné
a pomérné stalé, tzn. Ze vyskyt mutantu, které ztratily tuto vlastnost, je pomérné vzacny.
Presto se vSak tyto mutanty vyskytuji a jejich procento stoupa v souvislosti se vzristajicim
znecisténim Zivotniho prostfedi. Proto se dnes pfechazi od identifikacnich kli¢l, které
uvadeély pouze pozitivni ¢i negativni reakce, k tabulkdm, v nichz je uvedeno procento kmena
daného druhu, u nichZ je test pozitivni, eventuelné zda vysledek kolisa i u bunék urcitého
kmene. PFiklady rychlych biochemickych testli (vyhodnotitelnych v pribé&hu cviéeni):

34



1. Dakaz produkce katalazy
Pfi nékterych biochemickych procesech vznika toxicky peroxid vodiku. Nékteré

bakterie maji schopnost produkovat enzym katalazu, ktery rozklada H,O, na vodu a
molekularni vodik.

Cinidlo: 3% peroxid vodiku

Postup:
* e e . : ] .v ,
Na podlozni sklicko kapneme 3% peroxid vodiku a do kapky klickou rozetfeme
testovanou 24 hodinovou kulturu z agaroveé plotny. Je mozno také peroxidem
pFevrstvit narast pfimo na misce nebo roztok pfidat ke kultufe narostlé v tekutém
mediu.
Hodnoceni:

Pozitivni reakce se projevi uvolfiovanim bublinek O, bezprostfedné po pfidani
kultury (ev. peroxidu).

+ : Pseudomonas sp., E.coli, Micrococcus sp.

- : Streptococcus lactis, Lactobacillus sp.

2. Dukaz produkce oxidazy

Test se pouzivh k diferenciaci druhd rodu Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium.

Cinidla: I. 1% vodny roztok dimetyl-p-fenylendiaminoxalatu + 1% kyseliny askorbové
II. 1% alkoholicky roztok a-naftolu
Pfed pouzitim smichame 2 dily | a 3 dily Il. Roztoky uchovavame v tmavych
lahvich pfi 4°C nejdéle 14 dna.

Postup:
* . . . - . . o . -
Do smési roztoktd namocime filtraéni papir, ususime, rozstfihame a uchovavame
pfi 4°C ve tmé a suchu.
Na tyto papirky pak klickou nanaSime 24 hodinovou kulturu.
Médium, z néhoz kulturu odebirdame, nesmi obsahovat glukdézu nebo nitraty.
Hodnoceni:
Reakce: Zbarveni:
pozitivni do 30s intenzivné modré
opozdéné pozitivni do 2 min intenzivhé modré
negativni beze zmény nebo reakce po 2 min

+ : Pseudomonas aeruginosa, Ps. putida, Ps. fluorescens
- . E.coli, Agrobacterium spp.

35



3. Duikaz produkce fosfatazy

Slouzi k diferenciaci napf. stafylokokl, pseudomondad. Fenolftaleindifosfat je Stépen
za vzniku volného fenolftaleinu, ktery se v alkalickém prostfedi barvi rdzové.

Médium: Fenolftaleindifosfat............ 0,019
Tris UstO]......ccvvvvvvvieeiiennne, 100ml
] uchovavame v tmavé lahvi pfi 4°C nejdéle 3 tydny.
Cinidlo: 1M roztok NaOH
Postup:

Médium, které nemusi byt sterilni, pipetujeme po 0,3ml do zkumavek a tésné
pfed inokulaci pfedehfejeme 15min pfi 37°C.

Oc¢kujeme masivné klickou 24 hodinové kultury a inkubujeme 4 hodiny pfi 37°C.

Hodnoceni:
Do kazdé zkumavky kapneme 1 kapku 1M NaOH a ihned odecitame vysledky.
Reakce: Zbarveni:
pozitivni tmavé razové az Cervené
negativni bezbarvé az lehce narGzoveélé

+ : Pseudomonas cepacia, Flavobacterium spp.
- : Pseudomonas putida, Alcaligenes faecalis
4. Duikaz deaminace fenylalaninu
Provadi se jako mikrotest, médium neni tfeba sterilizovat.

Médium: 0,1% roztok L-fenylalaninu nebo 0,2% roztok DL-fenylalaninu

Cinidlo: FeClauvovireeeeeeeeeeann, 10,09
destilovana voda........... 100ml
Postup:
*

Médium se napipetuje po 0,5ml do zkumavek a o¢kuje masivné klickou 24
hodinové kultury.

* Inkubuje se pfi pokojové teploté 4 hodiny v témérF vodorovné poloze, aby byl
umoznén pfistup kysliku.
Hodnoceni:
PFidaji se 2-3 kapky ¢inidla a ihned se hodnoti.
Reakce Zbarveni
pozitivni olivové zelené (mizi béhem nékolika minut)
negativni Spinavé Zluté

+ : Proteus vulgaris, Morganella morganii
- : Pseudomonas putida, Ps. fluorescens, E.coli

36



5. Dlkaz produkce ureazy

Ureéaza je enzym rozkladajici mocovinu za vzniku ¢pavku a oxidu uhli¢itého. Reakce
je detekovana zménou barvy indikatoru. Reakci je mozno provadét jako mikrotest bez
sterilizace média.

Médium: Fosfatovy Ustoj (0,1mol/l, pH=6,0)........... 100ml
MOCOVING. . .cceveeereeeieee e 2,09
Fenolova &erven (0,2% vodny roztok)....... 2,0ml

Postup:
Médium pipetujeme po 0,3 ml do zkumavek a o¢kujeme masivné klickou 18-24
hodinové kultury.
Inkubujeme 2 hodiny pfi 37°C.
Hodnoceni:
Hodnotime zménu barvy média:
Reakce: Zbarveni
pozitivni cervena
negativni beze zmény (Zluta az oranZzova)

+ : Proteus vulgaris, Morganella morganii, Agrobacterium spp.
- . E.coli, Alcaligenes faecalis

Nékteré dalSi biochemické testy:

1. Tvorba sirovodiku
Nékteré enterobakterie tvofi sirovodik redukci kyslikatych sirnych sloucenin. Pozitivni
reakce se projevi zEerndnim média (vznika sulfid olovnaty).

2. Hydrolyza eskulinu
Test sleduje Stépeni eskulinu na eskuletin a glukézu. Hydrolyza se projevi hnédym az
¢ernym zbarvenim média v dusledku reakce eskuletinu s ionty Zeleza.

3. Dekarboxylace lyzinu

Pfi reakci dochazi k odstépeni CO, z karboxylové skupiny aminokyseliny za vzniku
aminu. Reakce je provazena alkalizaci média a z ni plynoucim fialovym zbarvenim média
(indikator bromkrezolpurpur).

4. Tvorba indolu
Indol vznika pfi metabolické ¢innosti nékterych bakterii dekarboxylaci peptidd. K jeho
detekci se pouziva p-dimetylaminobenzaldehyd, s nimz dava indol ¢ervené zbarveni.

5. Dekarboxylace ornitinu
Viz test €.3, dekarboxylace lyzinu.

6. Dakaz vyuzivani citrata - Simmons citratovy test
Sledujeme vyuzivani citratu jako jediného zdroje uhliku. Pozitivni reakce se projevi
zménou zeleného zbarveni na modré (indikator bromtymolova modf).
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7. Rozklad moéoviny
Provadime ddkaz produkce ureazy - viz vyse.

8. ONP test - dikaz produkce R-galaktozidazy

K provedeni testu je pouzivan bezbarvy o-nitrofenyl-R-D-galaktopyranozid, ktery je v
pozitivnim pfipadé (kmen m& enzymy schopné Stépit laktozu) hydrolyzovan na Zluty o-
nitrofenol.

9. Voges-Proskauertyv test
Sledujeme tvorbu acetoinu jako meziproduktu rozkladu glukézy . Prikaz se provadi
pomoci a -naftolu a KOH. Pozitivni reakce se projevi jako z€ervenani asi po 30 minutach.

10. Rozklad inositu
Je sledovan rozklad provazeny tvorbou kyselin, reakce je detekovana zeZloutnutim
indikatoru v kyselém prostredi.

11. Produkce fenylalanindeaminazy
Viz vySe - dikaz deaminace fenylalaninu.

12 .Vznik kyseliny z manitolu, adonitu, celobiézy, rhamndézy, sachardzy, sorbitolu,
trehal6zy, dulcitolu
Sledujeme rozklad cukrd za tvorby kyselin, pozitivni reakce se projevi Zlutym
zbarvenim acidobazického indikatoru (bromtymolova modr).

10.2. Vyuziti standardizovanych testovacich systému

Aby se urychlilo zpracovavani velkého mnozstvi identifikovaného materialu a
zaroven odstranily nesrovnalosti v ur€ovani, zplsobené individualnimi rozdily v pfipravé
médii, provedeni i hodnoceni testd, jsou vyrabény standardizované diagnostické soupravy.
Jedna se o reprezentativni soubory biochemickych testu, které maji tyto spole¢né vlastnosti:

1.Pouzivaji mikrometody, tim Setfi material i energii.

2.V jedné diagnostické souprave je 10 aZ 20 testa.

3.Testy jsou jednoduché a snadno se provadéji.

4.K urychleni interpretace vysledk( slouzi diagnostické tabulky.

5.Dodavajici  firmy zaruduji moznost telefonické konzultace ve spornych

pfipadech.

6.Maji dostate¢né dlouhou skladovaci dobu.

V soucasné dobé je jiz zavedena Fada téchto testovacich systému, ve svété je jednim
Z nejrozSifengjSich APl systém, u nas jsou nejCastéji pouzivany mikrotesty, které vyrabi
Lachema Brno v tésné spolupraci s Ceskou sbirkou mikroorganisma (CCM). Soupravy
biochemickych testd Lachema Mikro-LA-Test obsahuji vysuSena média v plastikovych
destickach s jamkami, do kterych se kape suspenze testovanych bakterii. NejrozSifenéjsi
jsou soupravy pro identifikaci gramnegativnich fermentujicich tyCek - zastupcl cCeledi
Enterobacteriaceae - ENTEROtest a ENTERO Rapid, dalSi dodavané soupravy jsou:
ANAEROtest pro identifikaci anaerobl, STAPHYtest pro stafylokoky a mikrokoky,
STREPTOtest pro rozliSeni streptokokd a enterokokd, NEFERMtest pro identifikaci
gramnegativnich nefermentujicich ty¢ek. K vyhodnocovani vysledku testd je mozno kromé
diferenciaénich tabulek a Indexu pouzit také program TNW - mikrobiologicky identifikaéni
systém (Pavel Benda, CCM).
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10.2.1. Identifikace gramnegativnich fermentujicich tyéek pomoci
ENTEROtestu

ENTEROtestu se vyuziva k identifikaci kmen( Celedi Enterobacteriaceae izolovanych
na Endové &i Levinové agaru, at uz z klinického materialu nebo z vody, potravin atd.
Potvrzeni pfisluSnosti ke stfevnim bakteriim se provadi testem na fermentaci glukézy, pro
odliSeni kmena celedi Vibrionaceae (rody Vibrio, Aeromonas, Plesiomonas) se provadi
oxidazovy test.

DestiCka ENTEROtest umoZziuje provedeni 16 testu, které jsou fazeny po 8 vzdy ve
dvou po sobé nasledujicich fadcich (na vysku): produkce sirovodiku (H,S), dekarboxylace
lysinu (LYS), produkce indolu (IND), dekarboxylace ornithinu (ORN), rozklad mocoviny
(URE), deaminace fenylalaninu (PHE), hydrolyza eskulinu (ESC), utilizace citratu (SCI),
utilizace malonatu (MAL), produkce kyseliny z inositolu (INO), adonitu (ADO), celobidzy
(CEL), sachar6zy (SUC), sorbitolu (SOR), trehal6zy (TRE), mannitolu (MAN). Na jedné
desti¢ce je moZno zpracovavat 6 kmenda.

Organismy:
G- fermentujici ty¢ky s negativnim oxidazovym testem (z rozboru vody, ev. jiné Cisté
kultury ziskané kfizovym roztérem) na agarové plotné.

Pomiuicky:
ENTEROtest , souprava Cinidel pro ENTEROtest, oxidazové papirky, sterilni
zkumavky a 3picky, ster. fyziologicky roztok, bakteriol. klicka, mikropipeta
100m.

Postup:
1.Priprava inokula:

* L .
Z 24 hodinové kultury na bézné tuhé pidé odpichneme klickou dobfe izolovanou

kolonii a suspendujeme ve 2,2 ml sterilniho fyziologického roztoku. Suspenze
musi byt homogenni a odpovidat 1.stupni McFarlandovy zakalové stupnice .

Pro kontrolu &istoty kultury provedeme stejnou klickou kfiZzovy roztér na agarové
pude.

2.Priprava desticky:

Desti¢ku orientujeme na vySku a odfizneme ze 3 stran kryci félii. Sejmeme kryci
félii i ochrannou félii pfekryvajici jamky. Desti¢ka se oznadi Cisly identifikovanych
kmenu, pokud se identifikuje méné nez 6 kmend, nepouZité prouzky se od
zbyvaijici ¢asti desti¢ky oddéli a uchovaji k dalSimu pouZiti.

3.Inokulace:

Do kazdé jamky pipetujeme 0,1 ml dukladné protfepané suspenze. Suspenze se
nesmi dostat mimo jamku ani do jamky v jiném Fadku.

Po zaoc¢kovani prevrstvime dvéma kapkami sterilniho parafinového oleje tyto
testy: sirovodik (H), lysin (G), indol (F), ornitin (E), uredza (D). Tim zajistime pro
tyto reakce anaerobni podminky.
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4.Inkubace:

Desti¢ku prekryjeme kryci folii a vsuneme do PE sacku, okraj sd&ku zahneme
pod desti¢ku, abychom zabranili vysychani.

Inkubujeme 18 - 24 hodin pfi 35 - 37°C.

Hodnocenf:

Zakapeme jamky: F (Cinidlo pro indol), a 12 (€inidlo pro fenylalanin).

Odecteme vSechny reakce ENTEROtestu, fenylalanin do 3 minut, protoZe po
této dobé pozitivni reakce mizi. Orientujeme se podle interpretacni tabulky
pfiloZzené k soupravé (eventuelné podle Barevné srovnavaci stupnice).

Jako kontrola kvality pouzitych chemikalii a kontrola interpretace barevnych
reakci se pouZzivaji tzv.kontrolni kmeny bakterii, které davaji standardni vysledky.
Tyto kontrolni kmeny dodava CCM v lyofilizovaném stavu nebo na Zelatinovych
discich.

Vysledky zapiSte do protokolu.

Identifikace:
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1.pomoci diferenciaéni tabulky
2.pomoci programu TNW - vytvofime si vlastni soubor provadénych testd,
nastavime programové parametry a zadavame vysledky jednim ze 3 moZnych
zpGsobu:  pfimym vkladanim (+,-, ,)

jednoduchym kédem (1,2,0)

oktalovym kodem (sestavime dle "Pfirucky TNW")
Vysledky identifikace podrobime kritice, v pfipadé, Ze dostaneme nizké
identifikaéni skdre (<90%), vyuzijeme ultility rozliSujici testy, v pfipadé
nizkého T-indexu (<0,75) utility nestandartni vysledky. Kone¢né rozhodnuti
o identifikaci nAm mohou usnadnit i doplfiujici informace o taxonech.

V protokolu budou uvedeny vysledky identifikace a jeji zhodnoceni (kmen
typicky - netypicky - které reakce, vyborné odliSen - neodliSen...).

- kontaminace

- jind hustota nebo objem suspenze

- kapnuti inokula do sousedni fady nebo €inidla do jiného sloupce

- jedna se o druh nebo atypicky kmen, jehoZ Gdaje nejsou uvedeny
v tabulce.



11. ZAKLADY IDENTIFIKACE KVASINEK

Pri identifikaci neznamych kultur je tfeba vyuZzit celou Skalu testd, ktera postihuje

1. charakteristiku morfologickou - tvar bunék, zpusob vegetativniho rozmnoZovani,
schopnost tvofit pseudomycelium nebo pravé mycelium a vyskyt specializovanych bunék,
jako jsou balistospory, arthrospory, chlamydospory, atd.

2. charakteristiku kultivaéni - vzhled kultury v tekuté pudé ( sediment, zakal, prstenec, kfis
), vzhled kultury na pevné pudé, tvorba pigmentd, tvorba pouzdrového polysacharidu

3. charakteristiku sexudlni - schopnost sporulace, tvar viecek a askospor,tvar promycelia,
teliospor a sporidii, typ spajeni

4. charakteristiku fyziologickou - schopnost fermentace cukr, asimilace nitratd a inositolu
Pfi uréovani druhu je tfeba rozSifit fyziologickou charakteristiku o sledovani schopnosti
utilizovat a fermentovat celou fadu uhlikatych latek, schopnost ristu v mediu bez vitamina,
tvorby kyselin, rast pfi riznych teplotach, rezistenci k cykloheximidu a pfipadné dalsi
vlastnosti.

Ziskané charakteristky porovnavame s kli€¢em pro uréovani kvasinek.

11.1. Tvorba a charakter pseudomycelia

Organismy:
tfidenni kultury kvasinek ve sladinovém agaru

Pomuicky:
fyziologicky roztok (R1), cibulovy agar (M18), vihka komurka, ockovaci klicka,
podlozni skla, Petriho misky, pipety, centrifugacni zkumavky

Postup:
Na podlozni sklo umisténé v Petriho misce haneseme vrstvu cibulového agaru a
nechame ztuhnout
Kultury zcentrifugujeme, sediment resuspendujeme ve fyziologickém roztoku a
nafedime ( 2x opakované pfeneseme kapku kultury do 5 ml fyziologického
roztoku)

* . . v vz _—

Klickou nanasime kapky fedéné suspenze na povrch agaru. PodloZni skla
umistime ve vihké komurce v termostatu, kultivujeme pfi 28°C.

Hodnoceni:

Tvorbu a charakter pseudomycelia pozorujeme pod mikroskopem na okraji kolonii
vyrostlych na agaru. Pseudomycelium zakreslime a ur€ime jeho typ ( rudimentalni,
vétvené, diferencované)
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11.2. Kultivaéni charakteristika na pevné a tekuté padé

Organismy:
Kultury neznamych kvasinek na Sikmém agaru
Pomuicky:
Zkumavky s 5 ml YEPG media (M19), fyziologicky roztok (R1), sladinovy agar (M3),
agar pro dukaz tvorby pouzdrového polysacharidu (M20), ockovaci klicka, pipety
Postup:

*
Tekuté YEPG medium slabé zao¢kujeme kulturami neznamych kvasinek
Kapku fedéné kultury oCkujeme do stfedu agarové plotny se sladinovym agarem

* o . . . .
Ze Sikmého agaru zao¢kujeme agarové plotny pro dikaz tvorby pouzdrového
polysacharidu

* L v A0
Kultivujeme v termostatu pfi 28°C

Hodnoceni:

1. Hodnotime rast kultury v tekutém mediu

2. Sledujeme tvorbu pigmentu, vzhled povrchu kolonii (hladky, drsny, sliznaty),
povrch kolonie (hladky, drsny, radidlné nebo zonalné ryhovany), prifez kolonie
(plochd, vyvySend, kulovita, uprostfed vyvySena nebo prohloubend), tvar okraje
(uceleny, vinity, kofinkovity, cipaty, pilovity)

3. Povrch nétéru na misce s padou pro dikaz pouzdrového polysacharidu prelijeme
Lugolovym roztokem. PFitomnost polysacharidu se projevi zmodranim natéru.

11.3. Sporulace

Organismy:

Tfidenni kultura neznamé kvasinky
Pomucky:

Askosporové medium, Ringerdv roztok(R18), centrifugaéni zkumavky, pipety
Postup:

* . . , : : .
Kultury centrifugujeme, sediment resuspendujeme v Ringeroveé roztoku, znovu
centrifugujeme.
* . . .
Sediment znovu resuspendujeme a asi 1 ml suspenze naneseme na povrch
askosporového media. Kultivujeme pfi laboratorni teploté 2 - 10 dna.
Hodnoceni:

Pripravime nativni preparat z kultury rostouci na askosporovém mediu,
mikroskopicky hodnotime tvar viecek a sp6r. Zakreslime do protokolu.

11.4. Asimilace rtiznych zdroji uhliku

Asimilace cukrq, tj. schopnost vyuZivat za aerobnich podminek cukry jako zdroj
energie a material pro syntézu buné¢né hmoty se prokazuje auxanografickou metodou
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nebo v tekuté padé. Asimilaéni testy v tekuté padé davaji pfesnéjsi vysledky nez testy na
agarové plotné, nebot zachycuji i velmi pomalé vyuzivani substratu.
Testy se provadéji s glukézou, sachar6zou, galaktézou, maltézou a laktézou.
Mimo to je pro diagnostické ucely sledovana schopnost asimilace etanolu, organickych
kyselin, jednotlivych pent6z apod.
Organismy:
Sikmé agary s kulturou neznamé kvasinky
Pomucky:
Pdda pro testovani asimilace uhliku (M21) ve zkumavkach po 5 ml, 20% sterilni
roztoky testovanych cukrd, pipety

Postup:
* L . S s . .
Do syntetického media sterilné pfidame testované latky tak, aby vysledna
koncentrace byla 1 - 2%
* . . , .
Jako kontrolu pouZzijeme medium bez zdroje uhliku
* L . v " i
Klickou slabé zaokujeme vSechny typy medii
* o v no0 . .
Zkumavky kultivujeme pfi 28°C po dobu jednoho tydne
Hodnoceni:

Zjistime, ve kterych typech medii se kultury pomnozuji, srovhame s kontrolou

11.5. Asimilace nitrata

Schopnost vyuZzivat nitratovy dusik je dalSim dulezitym znakem pfi identifikaci
kvasinek. Postupujeme obdobné jako v pfedchazejicim testu.

Zdrojem C je roztok glukézy, (NH,),SO, je nahrazen 1% roztokem KNO3, jako
pozitivni kontrola slouzi (NH,;),SO,

11.6. Rast na padé bez vitamina
VétSina kvasinek vyZaduje pro svyj rast vitaminy. Nej¢astéji se jedna o vitaminy
skupiny B. Abychom vylougili zkresleni vysledku, které mize zpasobit pomérné
velkd zasoba vitaminG uvnitf Zivych bunék, provadime test v nékolika pasazich po
sobé v tekutém mediu bez vitamina.

Organismy:
48 hodinova kultura testovaného kmene na Sikmém agaru (M22)

Pomucky:
Minerdlni pada bez vitamina (M22) po 7 ml ve zkumavkach

Postup:

Zkumavky zao¢kujeme kulturou, inkubujeme 2 - 7 dnd pii 28°C

Z takto ziskané kultury zaockujeme dalSi zkumavku a kultivujeme stejnym
zpusobem. Pfi pozitivni reakci postup opakujeme jesté jednou.

Hodnoceni:
Pozorujeme -li dobry rist , nevyZaduje kmen pfitomnost vitamin(
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11.7. KvaSeni cukrd a cukernych alkoholu

Kvasinky zkvaSuji nékteré jednoduché cukry za vzniku etanolu a oxidu uhli¢itého,
vedle toho vznikd malé mnoZstvi glycerolu a sukcinatu. Ke zkvasitelnym cukriim
patfi pfedevsim cukry se zakladni hex6zovou jednotkou, pfimo zkvasitelné jsou
pouze monosacharidy. Disacharidy a trisacharidy zkvaSuji pouze kvasinky
vybavené pfislusnymi hydrolytickymi enzymy.
Organismy:
Sikmé agary s kulturou neznamé kvasinky
Pomiuicky:
Zkumavky s 9 ml media (M23) s Durmanovou plynovkou, sterilni 10% roztoky
testovanych  cukrd - glukdza, maltoza, fruktdza, lakt6za, sachar6za
Postup:
* . o . . .
K testovacimu mediu pfiddme roztok cukrd tak, aby vysledna koncentrace byla
1%

*
Roztoky inokulujeme masivni klickou testované kultury

*
Inkubujeme pfi 25°C 5 dni

Hodnoceni:
Hodnotime vyvoj plynu - objevi se v plynovce, a tvorbu kyselin - projevi se Zlutym
zbarvenim.

Poznamka:

Pro zkvadovani cukri plati Kluyverova pravidia:
Pokud kultura n'ekvasi glukozu, nekvasi ani jiny cukr.
Kultura zkvasujici glukézu zkvasuje i fruktdézu a mannézu

Kvasi-li kultura laktézu, nezkvaduje maltézu a naopak S BLASTOSPORAMI

NETVOR]I RUDIMENTALNI

STROMECKOVITE

Tvorba mycelia a pseudomycelia koloniemi kvasinek

12. ZAKLADY IDENTIFIKACE MIKROSKOPICKYCH HUB
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Pod pojmem mikroskopické houby nebo plisné rozumime organismy, které vytvareji
jemné vlaknité povlaky na nejriznéjSich substratech. Botanicky zahrnuji tfi velké skupiny
organisma - mukorovité houby, houby vlaknité a sterilni mycelia. V pfirodé i ve vSech
oblastech Zzivotniho prostfedi Clovéka se vyskytuji spole¢né a tvofi bézné biocendzy. Diky
znacné adaptabilité, pokud jde o Ziviny, klimatické podminky, ale i schopnost rozSifovani,
osidluji stale nové substraty a pronikaji tak do vSech oblasti lidského prostiedi.

V pudé se mikroskopické houby G&astni tvorby humusu, mineralizacnich pochodu,
mnohé z nich Ziji v uzsi nebo volnéjSi spojitosti s kofeny vySSich rostlin. V pidé se vSak
uchovavaji i parazitické nebo patogenni organismy, prezivajici ve formé trvalych spér nebo
saprofytické fazi svého Zivotniho cyklu. Rada druht saprofytickych nebo poloparazitickych
hub maze zpusobovat nejen mykdzy a intoxikace, ale velmi ¢asto i alergicka onemocnéni.

Mikroskopické houby jsou vSak také ¢lovékem vyuzivany pfi vyrobé chleba, mlé€énych
vyrobk, alkoholickych napoju, k syntéze organickych kyselin, vitamind, rdstovych latek,
antibiotik, jako vyznamny ¢initel v €istirnach odpadnich vod atd.

Rozkladna c&innost mikroskopickych hub i stdle nové objevované metabolické
produkty zasahuji do nejriznéjSich vyzkumnych i vyrobnich odvétvi. Proto je druhové uréeni
a poznani zivotniho cyklu pocatkem pro dalSi vyzkum a vyuZiti téchto organism.

Pro diagnostiku mikroskopickych hub jsou stale velmi vyznamné morfologické znaky,
biochemické a fyziologické charakteristiky zde nachazeji pouze malé uplatnéni.

12.1. Makroskopické morfologické znaky

Pro posouzeni celkového vzhledu kultury a uréeni rastovych viastnosti kultivujeme
izolaty na Petriho miskach s Czapek-Doxovym agarem (M22) nebo sladinovym agarem
(M3).

Zachovavame standardni kultivaéni podminky, které pro jednotlivé taxony predepisuji
identifika¢ni kli¢e. Pfi o¢kovani se fidime obdobnymi zasadami jako pfi o¢kovani bakterii:

*

Nadobky otevirdme na co nejkratSi dobu, pfed pfenesenim inokula i po ném
ozihavame hrdla nadob i zatky.

* .. L . . : ey . L
PFi otevirani Petriho misek nadzdvihneme vi¢ko jen nepatrné, abychom zabranili
infikovani kultury a aby se sou¢asné nerozSifovaly spéry z misek do okoli.

K pfeockovavani mycelia z misky do misky pouzivame nejCastéji preparacéni
jehlu, pfi preockovavani do zkumavek Koleho drzdk s hackovité zahnutym
tuhym dratem. Suspenzi o¢kujeme pipetou nebo bakteriologickou kli¢kou.

Pro pfeockovavani silné sporulujicich a invazivnich kultur pfipravujeme suspenzi
do fyziologického roztoku se smacedlem nebo do 0,3 % agaru.

Pro posouzeni charakteru kolonii a mycelia oCkujeme zpravidla kapku suspenze
do tfi bodl agarové plotny, kultivujeme v miskach obracenych dnem vzharu.

*

Cerstvé naockované kultury kultivujeme v termostatu pfi 25°C, po nékolika dnech
je vhodné umistit kultury na svétle, pfi pokojové teploté. U nékterych druht
podporuje svétlo sporulaci a tvorbu pigmentu.
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Staré kultury sterilizujeme autoklavovanim, potom teprve likvidujeme.

Hodnoceni:
Izolaty vytvareji na Zivné padé vicesporické kolonie, které splyvaji v porost. Kolonie
je tvofena myceliem povrchovym a substratovym, zastoupeni obou forem se muze
na rlznych substratech ménit.
Z vizudlnich znakd hodnotime pfedevsim:

* .
vySku a hustotu vzdusného mycelia

* .
texturu kolonii

* _ . . . . . .
pigmentaci vrchni a spodni strany kolonie, vylu€ovani pigmentu do prostiedi
vysku a zbarveni sporangioforu a konidioforu

* . . o , o . .
rychlost rastu kolonie (vyjadfuje se jako pramér kolonie v mm za ¢asovou
jednotku)

*

pritomnost exudatu a jeho zbarveni

12.2. Mikroskopické morfologické znaky

Pro mikroskopické studium pfipravujeme nativni nebo polotrvalé preparaty, pro
pozorovani morfologickych struktur u organismia s kfehkymi a lehce se rozpadajicimi
fruktifikaénimi organy pfipravujeme sklickové kultury. Pro kratkodoba pozorovani pouZzijeme
jako uzaviraci médium vodu. Pro dlouhodobéjsi sledovani pouzivAme pomalu vysychajici
kapaliny, napf. 10 - 20 % glycerol, kyselinu mléénou nebo laktofenol. Laktofenol zabrani
zménam velikosti bunék, jeho nevyhodou je vSak index lomu velmi blizky indexu lomu
cytoplazmy. Vnitini struktura hyf je bez dobarveni velmi tézko rozliSitelna. Proto je |épe
pouZzit laktofenol s pfidavkem bavinikové modfi nebo fuchsinu.

46



12.2.1. Skliékova kultura

Organismy:
Cisté kultury mikroskopickych hub napf. Penicillium, Aspergillus, Phoma, Fusarium,
Alternaria, Ulocladium, Cladosporium, Paecilomyces ...

Pomucky:
Sterilni podloZni skla v Petriho miskach, sladinovy agar (M3), pinzeta, preparacni
jehla, pipety, sterilni voda se sméacedlem, zkumavky

Postup:
Na sterilni podlozni sklo kapneme agarovou pudu, sklo pfidrzime v pinzeté nad
kahanem a kapku rovnomérné rozlijeme po povrchu
* .. . e
PFipravime suspenzi spor z Cisté kultury
* .
Na ztuhlou agarovou vrstvu naoCkujeme kapku suspenze spor
Sklicko umistime do misky na zahnutou sklenénou trubi¢ku, na dno misky
nalijeme sterilni vodu. Misky umistime do termostatu
* . xs x :
Rust kultury prabé&zné kontrolujeme
Po nékolika dnech prekryjeme mikrokulturu krycim sklem a pozorujeme
Poznamka:

Podobné Ize vypéstovat mikrokulturu na krycim skle, které po vytvofeni mycelia a
rozmnozovacich organt houby klademe na podlozni sklo s kapkou laktofenolu.

12.2.2. Pf¥iprava preparatu

Organismy:
Cisté kultury mikroskopickych hub napf. Penicillium, Aspergillus, Phoma, Fusarium,
Alternaria, Ulocladium, Cladosporium, Paecilomyces ...
Pomucky:
Odmasténa podlozni a kryci skla, preparacni jehly, roztok laktofenolu a glycerolu
Postup:
* - . . " s : .
Sterilni preparacéni jehlou asepticky odebereme &ast mycelia a pfeneseme do
kapky uzaviraciho média na podloZnim skle. Nejde-li odebrat pouze mycelium,
odebirame kulturu i s ¢asti agaru, ktery potom na skli¢ku odpreparujeme. U
silné sporulujicich kultur odebirame mycelium na rozhrani mezi zbarvenou ¢asti
kolonie a bilym okrajem, abychom se vyhnuli velkému mnoZstvi spér v
preparatu.

Pomoci jehly rozprostfeme preparat na co nejvétsi plochu a prekryjeme krycim
sklem. Prebyteénou kapalinu odsajeme. Mycelium neroztirAme ani
neroztlaGujeme, dojde k poruseni fruktifikaénich organa.
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Poznamka:

Pozorujeme nejdfive pfi malém zvétSeni, jednotlivé struktury proméfujeme pfi
zvétSeni 45x, nebo za pouZiti imerze. Zakreslime a podrobné popiSeme vSechny
pozorované Gtvary.

Nékteré kultury jsou velmi téZko smécitelné a je obtizné pfipravit z nich preparét
bez vzduchovych bublin. V takovém pfipadé je vhodné pfipravit preparat do 70%
etanolu a po zakryti krycim sklem alkohol nahradit jingym mediem.

Ve starSich kulturdch dochézi k tvorbé exudatu, tvofeného latkami tukove
povahy, které se v preparatu jevi jako kuli¢ky, silné lamajici svétlo a mohou byt
mylné pokladany za konidie.

Hodnoceni:
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V preparatech a sklickovych kulturach hodnotime:

Typ mycelia ( pfehradkované, nepfehradkované, zplisob vétveni, tloustka a
barva hyf, pfitomnost a umisténi chlamydospor)

Charakter fruktifikacnich organt ( konidiofor, sporangiofor, jeho délka, tloustka,
vétveni, zakonceni)

PFitomnost vegetativnich fruktifikacnich struktur (sporangium, kolumela,
sporangiospory, sterigmata - primarni, sekundarni, konidie)

PFitomnost a charakter pohlavnich fruktifikacnich struktur ( askus, askospory,
zygospory)

PFitomnost zvlaStnich atvar (chlamydospor, sklerocii, koremii, sporodochii,
pyknid, stolond, rhizoidu)

Determinaci rodu provedeme srovnanim nédmi pozorovanych znaku s uréovacim
klicem.
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13. TESTOVANI BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK

13.1. Vliv barviv na rast mikroorganismui.

V mikrobiologické technice se vyuziva cela fada barviv - jednak k barveni bunéénych
struktur, jednak jako selektivni sou¢ast nékterych médii. Podstatou téchto metod je toxicita
barviv pro nékteré skupiny bakterii. Napf. krystalova violet v Gassnerové padé, metylenova
modfi v Levinové pudé, bazicky fuchsin v Endové pudé eliminuji rdst gram-positivnich
bakterii. Podobné Ize vyuZit nékterych barviv pro selekci mikromycet (bengalska cerven,
krystalova violet...)

Testovani ucinnosti barviv se provadi tzv. difusni jamkovou metodu na médiich
optimalnich pro rust testovacich organismd. Testovana latka difunduje do ztuzeného
agarového média (tzv. radialni difuse), které je zaocCkovano testovacim organismem.
Vykazuje-li testovana latka baktericidni nebo bakteriostaticky (fungicidni, ¢i fungistaticky)
ucinek, vytvafri se na agarové plotné inhibi¢ni zéna.

Difusnich metod se v praxi vyuZiva ke stanoveni citlivosti mikroorganisma
vaci pouzitym lé€iviim, rychlému a pfesnému stanoveni koncentrace antibiotik a vitaminu.

Organismy:
Pseudomonas putida, Micrococcus varians, Escherichia coli, Bacillus cereus
Staphylococcus aureus
Aspergillus niger, Cladosporium sphaerospermum, Geotrichum candidum,
Ulocladium consortiale, Alternaria alternata, Aspergillus versicolor, Penicillium
chrysogenum
Pomucky:
Petriho misky, automatické pipety, sterilni korkovrt, skalpel, hokejky, zkumavky,
oc¢kovaci kli¢ky, roztoky testovanych barviv
Média :
Masopeptonovy agar ( M2 ), Sladinovy agar ( M3), fyziologicky roztok ( R1)
Postup :

*

Pfipravime bakteriologické plotny s mediem optimalnim pro kultivaci bakterii a
mikroskopickych hub.

* .. . I L . o 6 y
Pripravime suspenzi mikroorganismu ve fyziologickém roztoku ( 10° bunék v
jednom mililitru )

Na agarové plotny s Zzivnym mediem ockujeme po 0,2 ml suspenze

* y - . . , . .

Rozetfeme sterilni hokejkou a nechame asi 5 minut stat
* L.
Vysekame jamky

* . . , . .z
Pipetujeme po 0,04 ml testovanych barviv do kazdé jamky

*

Inkubujeme pfi 28°C 72 hodin.
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Obr. 7

O O Hodnoceni:

Sledujeme velikost inhibiénich zén kolem testovacich

Q jamek. Velikost inhibiéni zény je definovana jako pramér
z6ny méfeny ve dvou na sebe kolmych smérech (obr. 7).

Aritmeticky primér z técho hodnot zapiSeme do tabulky,

srovname citlivost jednotlivych organisml k testovanym

barvivim.
barvivo krystalova karbolfuchsin | kongocerver malachitova
testovaci violet zelen
organismus
mikromvcetyv
bakterie
Vyhodnotte:

Vv s

1. Organismus nejcitlivéjsi vaci pouzitym barviviim
2. Organismus nejméné citlivy vaci testovanym barviviim

vvvvvv

4. Barvivo nejméné toxické
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13.2. Antibiotické u¢€inky hub

V pfirozeném prostfedi patfi mezi nejvétSi producenty antibiotik houby. Extracelularni
produkci sekundarnich metabolitd ovliviiuji ostatni mikroorganismy ve svém bezprostfednim
okoli. Mezi nejproduktivnéjsi rody patfi Penicillium, Aspergillus, Acremonium,
Cephalosporium, Paecilomyces, Scopulariopsis....

Pouze mald &ast produkénich kmenu se vSak vyuZziva pfi prumysloveé vyrobé
antibiotik, nékterd antibiotka podukovand houbami se vyrabéji synteticky (peniciliny,
cefalosporiny).

Prvnim organismem popsanym v souvislosti s tvorbou latky, kterd vykazovala
antibiotické Gcinky, je Penicillium chrysogenum, podle kterého Fleming v roce 1928
pojmenoval penicilin.

1. Pr¥iprava filtratu s antibiotickymi G €inky

Organismy:

Produkéni kmen Penicillium chrysogenum na Sikmém agaru
Média:

Sabouraudovo glukézové médium (M 17), sladinovy agar (M 3)

Postup:
Vysporulovanou kulturu produkéniho kmene na Sikmém agaru preliieme 5 ml
Zivného média, mirné protfepeme a splachneme do 20 ml kultivaéniho média v
Erlenmeyerové barice.
* . v Ao .
Kultivujeme pfi 25°C deset dna,
*

Kultivaéni roztok sterilné centrifugujeme a Zzfiltrujeme, abychom odstranili spory.

2. Posouzeni antibiotického U¢éinku ziskaného filtratu

Organismy:
Staphylococcus aureus, Micrococcus varians, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Pseudomonas putida, Proteus vulgaris

Média:
MPB (M 2), fyziologicky roztok (R 1)

Pomucky:
Petriho misky, skalpel, o¢kovaci klicka, zkumavky
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Postup:

*
PFipravime agarové plotny, agar nechame utuhnout
* - L . , -
Sterilnim skalpelem vybereme stfedem agaru v misce pruh asi 1 cm Siroky
* . O vz .
2 ml MPB s 3% agaru temperujeme na 45°C, pfidame 2 ml filtratu,
promichame
* . . . . , .
Smési zaplnime volny pruh v misce a nechame utuhnout
Bakterialni kultury suspendujeme ve fyziologickém roztoku, o¢kujeme kolmo
na vloZzeny agarovy pruh (obr. 8)
*

Kultivujeme 48 hodin pfi 30°C

Obr. €. 8 Hodnoceni antibiotickych u¢inkud nizSich hub

Hodnoceni:

Pozorujeme rist bakterialnich kultur na misce a jeho inhibici. Uginnost filtratu
hodnotime podle vzdalenosti natéru od stfedniho pruhu.
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13.3. Citlivost mikroorganismu k antibiotikam

Cela fada mikroorganism( produkuje latky zafazované mezi antibiotika. Antibiotika
se vzajemné lisi svym pavodem, chemickou strukturou, spektrem uc€innosti i mechanismem
acinku. Pouze mald Cast ze znamych antibiotik se komeréné vyrdbi a vyuzZiva k
terapeutickym ucelim.

Z hlediska aplikace v humanni ¢i veterindrni mediciné je duleZité stanovit citlivost Ci
rezistenci patogenniho nebo potencialné patogenniho organismu k aplikovanému antibiotiku.

Stanoveni citlivosti se nejCastéji provadi kvalitativnim difusnim testem v agarovém
mediu.

Organismy:

Kultury testovanych mikroorganisma v tekutém mediu nebo na Sikmém agaru
Média:

Mueller - Hintonav agar (M 12)

Pomiicky:
Petriho misky, standardni disky s antibiotiky

Postup:
* , . o : o
Na povrch agarové plotny pfedem prfedsusené ( 60°C, 10 - 20 minut ) pipetujeme
po 0,2 ml bujonové kultury, rozetfeme sterilni hokejkou a nechame asi 5 minut
stat. V pfipadé, Ze pouZzijeme kulturu na pevném mediu, ockujeme klickou husty
natér po celé ploSe misky.
Na zaockovanou plotnu sterilné rozlozime testovaci disky s antibiotiky
* . P
Inkubujeme 24 -36 hodin pfi 37°C.
Sledujeme velikost zén vytvorenych kolem disku
Hodnoceni:

Velikost inhibi¢nich zén méfime ve dvou na sebe kolmych smérech, vypocteme
aritmeticky primer a stanovime citlivost.

z6na neni patrna
zoéna 5 - 10 mm
zéna nad 12 mm

organismus neni citlivy na zkouSenou latku
citlivy mikroorganismus
velmi citlivy organismus

Pozn. Metodu Ize pouzit pouze pro antibiotika, ktera dobfe difunduji agarem. U latek
Spatné difundujicich pouZijeme zkumavkovou zfedovaci metodu.
Vysledky testl jsou zavislé na sile agarové vrstvy, je tieba peclivé dbat na
rovnomérné naliti ploten.
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13. 4. Stanoveni koncentrace vitamina a antibiotik
mikrobiologickymi metodami

Chemické latky, které vykazuji inhibi¢ni U€inek na urcité mikroorganismy (napfr.
antibiotika) nebo stimuluji rist jako rdstové faktory, je mozno stanovovat mikrobiologickymi
metodami. Vyhodou mikrobiologickych metod oproti analyze chemické je jejich vysoka
citlivost (pg na ml) a selektivita - vybereme-li vhodny mikroorganismus citlivy pouze na jednu
acinnou latku v nizké koncentraci. Selektivita umoznuje stanovit U€innou latku pfimo v
surovém materialu, na rozdil od metod chemickych, kdy je nutnéa pfedbézna purifikace.

Latky, které jsou nejCastéji stanovovany mikrobiologickymi metodami, jsou antibiotika
a vitaminy. Mikrobiologické metody uzZivané k jejich stanoveni se podle charakteru déli na:

1. zfed'ovaci - v fadé fedéni zkoumané latky stanovujeme minimalni koncentraci U¢innou
pro dany organismus, v pfipadé antibiotika minimalni inhibiéni konc. (MIC), v pfipadé
vitaminu minimalni stimulaéni konc. Vysledek se udava jako titr u€inné latky (rozmezi
koncentraci), nikoliv pfesna hodnota koncentrace.

2. nefelometrické - hodnotime odpovéd testovaciho organismu na fadu koncentraci U¢inné
latky méfenim intenzity rdstu (zakalu) v tekutém mediu. Pomoci standartni kfivky je mozno
stanovovat koncentrace v neznamych vzorcich.

3. titrimetrické - jsou pfedeSlym velmi podobné, v tomto pfipadé hodnotime intenzitu rustu
pomoci fyzikalné-chemickych zmén prostfedi, napf. produkce kyseliny - mnoZzstvi zjiStujeme
titraci.

4. difazni - vyuZivaji tuhych médii, ve kterych je naockovany citlivy mikroorganismus,
testovana latka difunduje mediem a zpasobuje vznik inhibiénich (antibiotika) nebo
stimulaénich (vitaminy) zén. Velikost zény je zavisla na koncentraci testované latky. V
pfipadé horizontalni difaze je mikroorganismus zaoc¢kovan do média na bakteriologickych
plotnach a latka difunduje horizontalné do média, odpovéd mikroorganismu se projevi
vznikem kruhové zény, jejiz pramér méfime ve dvou na sebe kolmych smérech. Podle
zpUsobu nandSeni testované latky rozliSujeme metodu: a/ kapkovou, kdy se latka kape na
povrch tuhého média (je nepfesnd, vyuziva se spiSe pro kvalitativni stanoveni), b/ diskovou,
testovanou latkou jsou v tomto pfipadé nasyceny disky filtraéniho papiru, které se kladou na
agaroveé plotny (rozséhlé vyuZiti pfi rutinnim testovani citlivosti patogennich mikroorganisma
na antibiotika, komeréné vyrabéné disky), c/ kominkovou - do agarové vrstvy se vtlacuji
kominky ze skla, porcelanu nebo nerezaveéjici oceli (ne az na dno a vSechny stejné hluboko)
a do nich se pipetuji roztoky testovanych latek a kone¢né d/ jamkovou, u které se testované
latky pipetuji do jamek vyhloubenych korkovrtem pfimo do agarové vrstvy.

Protoze citlivost difdznich metod je zavisla predevSim na difazi testované latky v
agaroveé vrstvé, je nutno pfi jeji pfipravé dodrzet nékteré podminky: konstantni hustotu a
vihkost agaru, stejnou tloustku agaru (vSeobecné se doporucuje 5 mm, ale vyhodné je
stanoveni na tenkych vrstvach - 3 mm) a pfipravu na absolutné rovném povrchu. P¥i pfipravé
vzork( je rovnéZz nutno presné dodrzovat stanovené podminky tykajici se hlavné extrakce a
pH roztoku.

U vSech mikrobiologickych metod je nutno zachovavat stejnou dobu a teplotu
kultivace pro danou testovanou latku a urgity testovaci mikroorganismus.
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Obr. 9. Radialni difusni test

13.4.1. Stanoveni koncentrace kyseliny nikotinové a oxacylinu difazni
jamkovou metodou

Vyhodou difuzni jamkové metody je, Ze nemusi byt dodrZzovany sterilni podminky pfi
praci s testovanou latkou, difaze G€inné latky neni podstatné ovliviiovana ostatnimi latkami a
metoda je dostatecné rychld a citlivd. Nevyhodou je pracna pfiprava jamek a nebezpedi vyliti
testované latky pfi manipulaci s miskami.

Organismy:
Staphylococcus aureus NCTC 8511 (stanoveni oxacylinu), Proteus vulgaris OX-19
(stanoveni kys. nikotinové)

Pomuicky:
sterilni Petriho misky, pipety, zkumavky, MPA (M 2), KN-médium (M 24), roztok
glukdzy a citranu Zelezitého (0,1 g citranu a 200 g gluk6zy na 1000 ml dest. vody),
standardy a vzorky oxacylinu a kyseliny nikotinové, korkovrty a skalpely, etanol,
vodni lazen
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Postup:

1. Rozvafi se média a vytemperuji na 45°C.
2. Ke KN-mediu se pfida roztok glukdzy a citranu (5ml na 100ml média).

3. Média se rozpipetuji po 15ml do sterilnich zkumavek a déle temperuji na vodni
lazni.

4. Do zkumavek se naockuji testovaci mikroorganismy - po 0,8ml inokula
P.vulgaris OX-19 do KN-média a po 0,5ml inokula S. aureus NCTC 8511 do
MPA.

5. Obsah zkumavek se opatrné promiché& a vylije na sterilni misky, krouZivym
pohybem se rozlije po povrchu misky a necha utuhnout na rovné podloZce. Pfed
nalévanim je tfeba osusit zkumavky, aby na misku nestékala voda z vodni lazné.

6. Pripravime standardni fadu fedéni oxacylinu i kyseliny nikotinové, fedime v
destilované vodé na koncentrace:

kyselina nikotinova: 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 rrg.ml'l

oxacylin: 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 rrg.ml'l.

7.Po utuhnuti agaru vyhloubime korkovrtem a skalpelem na miskach jamky - 4
na kazdé misce. Korkovrt a skalpel sterilizujeme ozihnutim po namoceni v
etanolu. Vyhloubené kousky agaru odkladdame do Petriho misky - je s nimi nutno
pracovat jako s infekénim materialem. Korkovrt a skalpel se musi po skonéeni
prace sterilizovat.

8.Misky se peclivé popiSou - vZdy na 1 misce 1 standartni koncentrace nebo 1
vzorek. Do kazdé jamky se kape 0,04ml roztoku, vzdy roztok jedné koncentrace
na 1 misku, kyselina nikotinova na misky s KN-médiem nao¢kovanym P.vulgaris
a oxacylin na misky s MPA (S.aureus). Je tfeba pipetovat i pfemistovat misky
opatrné, aby roztoky nepfetékaly pfes okraje jamek.

*
9.Inkubace trva 24 hodin, S. aureus (OXA) pfi 37°C a P.vulgaris (KN) pfi 30°C.

Hodnoceni:

Po 24 hodinadch inkubace (nutno dodrZet - dostavit se druhy den k odecteni)
odecitdme vysledky - zméfime praméry zén (stimulacnich u kyseliny nikotinové a
inhibi¢nich u oxacylinu) ve dvou na sebe kolmych smérech. Pro kazdou zo6nu
vypocitdme pramérnou hodnotu a ze &tyf z6n na misce pak prGmérnou hodnotu pro
danou koncentraci. Z hodnot standardnich roztok( se sestroji kalibraéni pfimka
(zavislost prdméru zony v mm na logaritmu koncentrace), jak pro kyselinu
nikotinovou, tak pro oxacylin. Z kalibracni pfimky  se stanovi koncentrace
neznamych vzork( (v mg.ml™). V protokolu bude presn& uvedeno oznaéeni vzorku a
jeho koncentrace.
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Obr. €.10: Stanoveni koncentrace kyseliny nikotinové a oxacylinu difusni jamkovou
metodou



14. PRACE S BAKTERIOFAGEM

Bakteriofagy (nebo jen fagy) jsou viry napadajici bakteriaini bunky, pficemz kazdy
bakteriofag ma SirSi nebo uzsi rozmezi hostitele, nékteré jsou natolik specifické, Zze se mnozi
jen v nékterych kmenech urcitého druhu bakterii. Podle prabéhu Zivotniho cyklu se fagy déli
na dvé skupiny, virulentni fagy s lytickym Zivotnim cyklem a temperované fagy s lyzogennim
cyklem.

Déle popsané metody se tykaji virulentniho faga s lytickym pribéhem infekce. Jeho
Zivotni cyklus ma tyto faze: 1.adsorpce virionu na povrch citlivé bunky, 2.penetrace nukleové
kyseliny faga do cytoplazmy bunky, 3.replikace fagové DNA, syntéza bilkovin faga a
kompletace novych virovych &astic (viriond) a 4.uvolnéni viriond do vnéjSiho prostfedi
umoznéné lyzi bunky. Uvolnéné viriony pak mohou infikovat dalsi citlivé bunky. Pokud lyticka
infekce probihad v tekutém mediu, dojde po urCité dobé k vyCefeni média s narostlymi
burikami hostitelského kmene a dostaneme tzv. fagovy lyzat (kultivaéni prostfedi obsahujici
aktivni virové ¢astice, zbytky membran a vylity bunécény obsah).

14.1. Stanoveni titru fagového lyzatu metodou dvouvrstevného
agaru

Ke stanoveni fagovych ¢astic se pouziva nepfimé metody, zaloZené na tvorbé plak.
Plaky jsou projasnéné zény na tuhém mediu souvisle porostiém hostitelskym bakterialnim
kmenem. Vznikaji v misté, kde se v okamZiku o¢kovani nachazela aktivni fagova Céstice,
ktera dala po infekci vznik dalSim viriondm, ty napadly okolni citlivé buriky a tak v nékolika po
sobé nasledujicich lytickych cyklech dochazi k lyzi velkého poctu sousednich hostitelskych
bunék a vznik& plaka. Plaka predstavuje potomstvo vzniklé z 1 fagové Castice. Zakladnim
predpokladem metody je, Zze pocet hostitelskych bunék musi byt mnohonasobné vyssi nez
pocet fagovych Céstic.

Organismy:
Staphylococcus aureus SA 812, stafylofag 812

Pomucky:
masopeptonovy bujén (MPB-M1), masopeptonovy agar (MPA-M2) - 2% a 0,7%,
sterilni tris HCI Ustoj (pH 7,2), sterilni 0,22% CacCl,, st. Petriho misky, pipety,
zkumavky, vodni lazen, termostat.

Postup:
1. Priprava fagového lyzatu:

*
2 ml narostlého 24h inokula S.aureus SA 812 naockujeme do 100 ml Cerstvého

MPB v provzdusnovaci lahvi a za intenzivniho provzdushovani pokracujeme v
kultivaci dalSi 4h pfi stejné teploté (30°C). Po 4h asepticky pfidame 10 ml
sterilniho 0,22% CacCl, a 5 ml zasobniho lyzatu faga 812 a pokracujeme v
kultivaci. Po 60 minutach pfemistime provzduSnovaci lahev do temna a pokojové
teploty. Za 12 - 24h se médium vycefi. Pfesto zlstava urcity pocet necitlivych
bunék ve fagovém lyzatu. Proto lyzat sterilizujeme pfidavkem chloroformu (5 - 10
kapek na 10 ml lyzatu) - necha se pusobit 1 - 2 hodiny. Pak se lyzat stahne
sterilni pipetou a pfenese do sterilni bariky. V takto pfipraveném lyzatu se pfi
teploté 4°C vyznamné neméni pocet aktivnich fagovych ¢astic po dobu 1 - 2
mésicu.
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2. Priprava hostitelskych bunék:

Ze zasobni kultury S.aureus SA 812 naockujeme 20 ml sterilniho MPB (ve
100ml barce) a kultivujeme 24 hodin pfi teploté 30°C.

3. Stanoveni podétu virion(:

al/ Lyzat faga 812 zfedime ve sterilnim tris HCI Ustoji postupem stejnym jako u
pocitani bunék bakterii (vZdy sterilné pfenaSime 0,1ml lyzatu nebo pfedchoziho
fedéni do 0,9 ml Ustoje, na kazdé fedéni pouzivame ¢istou pipetu).

b/ Pfipravime si sterilni zkumavky, které budou obsahovat 3 ml 0,7% MPA,
rozvafeného a vytemperovaného na 45°C. K hostitelskym burikdm se sterilné
pFidaji 2 ml 0,22% CaCl, (do 20 ml). Pak se pipetuje 0,3 ml inokula do kazdé
zkumavky.

¢/ Na bakteriologické plotny s 2%MPA se pipetuje 0,1ml pfislusnych fedéni faga.
Ihned po napipetovani se miska zaleje obsahem jedné zkumavky, krouzivym
pohybem se agar promicha s napipetovanou kapkou a ve vodorovné poloze
nech& utuhnout.

d/ Misky umistime dnem vzhuru do termostatu a kultivujeme pfi 30°C 12 - 24
hodin.

Hodnoceni:
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Pocitdme pocet plak na miskach s nejvhodnéjSim fedénim, tj. takovym, kde vyrasta
na 1 misce okolo 100 plak. K miskam, na kterych je méné nez 10 plak pfi hodnoceni
nepfihlizime. Vysledek dostaneme v PFU .ml™.

P¥iklad vypodtu: Na 3 Petriho miskach naogkovanych 0,1ml vzorku fedéného 10°
se vytvoril nasledujici pocet plak: 122, 132, 139. Aritmeticky pramér z téchto
hodnot je 131.

Titr lyzatu je: 131 . 10°=1,31. 10" v 0,1ml, tedy 1,31 . 10° v 1ml nefedéného
vzorku. Toto Cislo ve skute¢nosti vyjadfuje pocet fagovych &astic schopnych
vytvaret plaky, nikoliv absolutni podet viriond, vysledek se proto uvadi v tzv. PFU =
plagues forming units. Titr naseho fagového lyzatu je tedy 1,31 . 10® PFU.ml™.
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14.2. Jednostupnova rustova kfivka faga

Prabéh rastového cyklu faga je charakterizovan jednostupriovou rastovou kfivkou.
Kromé pribéhu jednotlivych fazi Zivotniho cyklu miazeme z rastové kfivky stanovit fagovy
vynos, tj. pomér mezi kone€nym a pocateénim podtem fagovych &astic. Ke stanoveni
rastové kfivky virulentniho faga je mozno pouzit vySe popsanou metodu dvouvrstevného
agaru.

Organismy:
Staphylococcus aureus SA 812, virulentni stafylofag 812

Pomiuicky:
masopeptonovy bujon (MPB, M 1), 0,067M fosfatovy Ustoj (R 16), 0,22% CacCl,,
Petriho misky s 2% MPA (M 2), 0,7% MPA, sterilni pipety, zkumavky,
provzduSnovaci lahve, provzduSnovaci motorek, vodni lazen, spektrofotometr.

Postup:
20 ml MPB naockujeme klickou bunék a nechame 24h kultivovat pfi 30°C.
3 ml inokula pfeockujeme do 200 ml Eerstvého MPB a pokracujeme v kultivaci 4h
pfi 30°C za intenzivniho provzdusnovani.
* I . : :
Narostlou kulturu sterilné zcentrifugujeme a resuspendujeme v MPB tak, aby
suspenze obsahovala piblizné 10° bunék v 1 ml (orientadné nastavime
nefelometricky na absorpci 78%). Kulturu pak 100x zfedime ve sterilnim MPB a
plotnovou metodou stanovime pocet bunék.
* o : . v %oz .
Do sterilni bariky napipetujeme 18 ml zfedéné suspenze bunék, 2 ml 0,22%
CaCl, a vytemperujeme smés na teplotu 30°C.
Po 15 minutach pfidame 0,2 ml lyzatu faga 812 (titr pfiblizné 10~ aktivnich
fagovych ¢astic v 1 ml).
* . e . s
V Casovych intervalech 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160 minut od pfidani
faga odebirame vzorky a stanovime v nich pocet viriond metodou
dvouvrstevného agaru.
Hodnoceni:

Pramérné pocty vytvofenych plak sestavime do tabulky a znazornime graficky
prabéh jednostupnoveé rastové kfivky virulentniho faga 812 (osa x - ¢as v minutach;
osay - log poctu fagovych Eastic prepocteny na 1 ml). Na zakladé jednostupnoveé
rdstové krivky stanovime hodnotu primérného fagového vynosu (BS). Dale
vypodéteme vkladovy pomér (input ratio), oznaceny jako IR a definovany pomérem
celkového poctu virion ve smési (PFU) k celkovému poctu do pokusu vzatych
bakterialnich bunék. Jde tedy o teoreticky pocet fagl pfipadajicich na jednu
bakterialni buriku.
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