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Probiotic Benefits

ACIDOPHILUS AND OTHER
PROBIOTIC BACTERIA
SECRETE:

ANTIVIRAL
ANTIBACTERIAL AND
ANTIFUNGAL CHEMICALS.

PROBIOTICS FORM A
PHYSICAL BARRIER TO
HINDER INVASION OF
BACTERIA AND YEASTS

PROBIOTICS LIKE
ACIDOPHILUS CREATE
AN ACIDIC
MICROENVIRONMENT
WHICH PROMOTES
IRON AND OTHER
MINERAL

ABSORBTION.
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Distribution of Nonpathogenic Microorganisms in Healthy Humans,

. Many of These Bacteria Possess Enzymes That Can Cleave 3-ghycosidic Linkages
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Genové inzenyrstvi — inzulin, ATB

E. coli — prirozena mikrofléra x patogenni kmeny
Quorum sensing, biofilm, socialni chovani MO
Technologie — pivo, vino, destilaty, SCP, pecivo, kyseliny,
odpadni vody, bioremediace

Komposty, degradace materialu, bioplynové stanice
Kolobéh prvku (de- a sulfurikace, fixace dusiku,...)
Symbidza — Clovek, rostliny, zvirata

(travici trakt, dodavani zivin,...)

Patogeni

(epidemie, ATB, |écba, prevence, infek¢ni davky, ockovani,...)
Atd.



Biofilm multicellularity results in better bacterial defenses
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CCM (Ceska sbirka mikroorganizm)

CCM je specializované védecko-servisni pracovi$té Ustavu
experimentalni biologie PrF MU

uchovava kultury MO pro potreby zakladniho a aplikovaného
vyzkumu, prdmyslové vyuziti, biotechnologii a vyuku. Mnoho kultur
dale slouzi jako referencni vzorky pro klinické laboratore humanniho a
veterinarniho zaméreni

vice nez 3 200 kmen( bakterii (asi 1 400 druh()
800 kmenu vldknitych hub (priblizné 550 druh)

specializovana sbirka vodnich hyfomycett - asi 500 kmenU (60 rodU se
130 druhy)

od roku 2011 i sbirka stafylokokovych bakteriofagl a jejich
hostitelskych kmen(

Katalog kultur X vlastni izolaty
Oznaceni kmenu — latinské jméno kurzivou!!!



Bezpecnost prace

* Prichod a odchod z laboratore
e MYTI RUKOU, DEZINFEKCE PLOCHY!!!!

e Kahany pouze pokud jsou pouzivany a jste v mistnosti

e Nasahat na kultury do misky,

* Na stole 3 nadobky — dezinfekce, kelimek na sSpicky, kelimek
na sirky

e Lékarnicka, hasici pristroj, hasici deka

e Laboratorni sklo a pomucky (misky, klicky, sklo x umél3
hmota)

e KONTAMINACE (sebe i kultur) — snazit se ji predchazet!!!



1. ZASADY PRACE V MIKROBIOLOGICKE LAEBORATORI

1. Watup do laboratore je povolen pouze osobam, kieré tam pracuji.

2. laboratofi mohou byt provadény pouze prace pfikazané vedoucim cvideni.
3. Pfi praci v laboratofi je nutng pouZivat pracovni odéy a obuy.

4. laboratofi neni dovoleno jist, pit & Koufit.

5. Je nutno zvyEsnou mérou dodrZovat bezpeinost prace a hygienu, Fidit se
pokymy wyudujiciho.

E. Pracovni plochu je nutno pfed zapofetim prace i po jejim ukonéeni dezinfikovat.

7. PouZité sklo a nastroje odkladame na wwhrazené misto, v Zadném pfipadé
nevylévame Five kultury do odpadul Pred umytim je nutno skio sterlizovat
autoklavovanim nebo ponofenim do dezinfekéniho roztoku.

B. Riozbité sklo je nutno odkladat do uréenych nadob a pred likvidaci sterilizovat.

8. Dojde - li bEhem prace k potfiznéni odévu &i pracovni plochy, je treba
okamZité vyrozumét vyuiujiciho a zasaZengé misto ihned ofeffit dezinfekinim
roziokent.

10. KaZdé poranni je nutno ihned hiasit wuiujicimu. | nejmenéi odérky musi byt
peilivé dezinfikovany a osetfeny, aby nedodlo k infekel rany.

11. Dojde - i k potfisnéni pokoZky, je nutno zasaZens misto okamzité oplachnout
1% rozickem ajatinu.
Ffi vniknuti mikroorganismu do poranéné kiZe dezinfikujeme postiZené misto
jodovou tinkiurou.
Pfi zasafeni oka kulturou mikroorganismid okamZitd oko vypléchneme
3% roztokem kyseling barité a dezinfikujeme opthalmoseptonexem.
Pokud dojde k nasati kultury do dst, material je treba wyplivnout, dstni dutinu

vyplachnout fed&nym roztokem KMnO.

12 Pfed odchodem z laboratofe je nuino uklidit pracovni plochu, kultury uloZit do
termostatu pfip. do chladnicky, zkontrolovat, zda jsou uzaweny phnove kohouty.

13. Po ukenfeni prace je tfeba ruce dikladn® umyt teplou vodou a mydlem,
dezinfikovat roztokem ajatinu.



Zasady bezpe ¢né prace v mikrobiologické laborato  Fi

1. Vstup do laboratofe je povolen pouze osobam vykonavajicim cviceni.

2.V laboratofi vykonavejte pouze praci stanovenou obsahem cviceni.

3. V laboratofi je zakdzano jist, pit a koufit.

4. V laboratofi je nutné pouzivat laboratorni plast a prezavky.

5. V laboratofi je zakdzano otevirat okna. Vétrani je zajisténo pomoci pfisavného
vétraciho zafizeni.

6. Pfed pfichodem do laboratorniho cvi¢eni se seznamte s jeho obsahem.

7. Pfed zapocetim a po ukondeni prace je tfeba desinfikovat pracovni plochu (Incidur).
8. Na pracovni plochu pokladejte co nejméné osobnich véci. Na pracovni ploSe muze
snadno dojit k jejich kontaminaci. Obleceni, batohy a taSky odkladejte v Satné.

9. Pracujte peclivé a opatrné. Zabranite tim kontaminaci materialu a ndAhodnému
potfisnéni pracovni plochy a sebe bakterialnimi kulturami.

10. Nedotykejte se zbyte€né rukama obli¢eje, nenanasejte v laboratofi kosmetiku,
nemanipulujte s kontaktnimi ¢o¢kami.

11. Pfi barveni mikroorganismul pouZzivejte jednorazové ochranné rukavice a pracujte
v digestofi. Pfi fixaci preparatl pouzivejte ochranné bryle. Ochranné rukavice neni
nutné pouzivat pfi manipulaci s mikroorganismy, pokud se vSak budete citit
bezpecénéji, pouzijte je. Vyjimkou je pfiprava nativniho preparatu pro mikroskopii,

v tomto pFipadé urcité pouZijte rukavice.

12. Lihové kahany nechavejte hofet pouze po dobu, kdy je uzivate.

13. Pouzité sklo a zbytky bakterialnich kultur odkladejte na uréenéa mista. V Zzadném
pfipadé nevylévejte kultury do odpadu! VeSkery kontaminovany material je pred
likvidaci a mytim nutno desinfikovat nebo sterilizovat (tyka se i rozbitého skla),
pfipadné vyhodit do koSe na nebezpecény odpad (napf. bunicita vata pouzita

k likvidaci rozlité kultury).



14. Dojde-li k ndhodnému potfisnéni pokozky bakterialni kulturou &i poranéni pokoZzky,
oznamte tuto skute¢nost ihned Skoliteli. PokoZku je nutno oSetfit vhodnym
desinfekénim prostfedkem (ajatin, Spitaderm), aby nedoslo k infekci.

15. Stejné zasady jako v bodé 14 plati i v pfipadé znedisténi pracovni plochy nebo
pracovniho odévu.

16. V pfipadé jakékoli nejistoty se informujte o spravném postupu u svého Skolitele.
17. Oznadte vSechna média a kultury ve zkumavkach, bankach a Petriho miskach
nazvem

média a kultury, svym jménem a pracovni skupinou. Misky popisujte na dno!

K oznaceni pouzivejte fixy na sklo.

18. VSechny pracovni postupy, obzvlasté pak pouzité bakterialni kultury, mnozstvi
pipetovanych roztokd a postupy pfi fedéni si peclivé zaznamenavejte.

19. Po ukonceni prace odneste pouzité pomucky na uréené misto, uklidte pracovni
plochu a vydesinfikujte ji desinfekénim roztokem (Incidur ve spreji).

20. Pfed odchodem ze cvi¢eni si dobfe umyjte ruce a vydesinfikujte desinfekénim
prostfedkem (Spitaderm). V pfipadé, Ze potfebujete kratkou prestavku v pribéhu
cvi¢eni, umyjte a vydesinfikujte si ruce pred opusténim laboratofe.

21. Prace v mikrobiologické laboratofi je zakazana téhotnym Zenam a matkam do
konce 9. mésice po porodu. Posluchac¢ka je povinna vedoucimu cvi¢eni oznamit
graviditu.

22. Pfipojovani pfistroju do elektrické sité je nutno provadét pod dohledem asistenta.
Provadéni jakychkoliv zmén na elektrickém zafizeni neni dovoleno. Opravovat
elektrické instalace sméji jen osoby tim zvlasté povérené, s pfislusnou kvalifikaci.
Zavady v instalaci (voda, plyn, elektfina) ihned hlaste.



Protokol:
Cil prace
Teorie
Pomucky + kmeny MO (jméno kurzivou a CCM cislo)
Postup
Zavér a diskuze

Dochazka — 1 povolena absence s omluvenkou
(vypracovat protokol — jen teorii)

Zapocet — dochazka, protokoly, 2 testy, zapoctovy preparat

Sebou vidy PLAST, PREZUVKY, FIX NA SKLO!!!




Pudy pro rust mikroorganizmu
(MO)

http://sharka-ali.blog.cz/0803/mikrobiologie-
prehled-kultivacnich-pud

http://www.agrola.cz/zivhe-pudy.html




Zivna média — ke kultivaci, pfimému priikazu a izolaci MO

Sledovani fyziologickych vlastnosti (vztah k 02, rychlost rUstu,...)
SloZeni odpovidd pozadavkim MO (pH, zdroj C, N..)
*Priprava — asepticka prace se sterilnim nadobim

*Synteticka x prirozena zakladni x obohacena
*Univerzalni x selektivni x selektivné diagnostické
eTekuté x polotekuté x tuhé x ztuzené

etransportni

eZpusoby sterilizace chemicka x fyzikalni (suché a vlhkeé teplo,
filtry, frakcionizovana sterilizace, zareni...) — délka zavisi na
pouzitém objemu, pozor na citliva média (napfr. s cukry)

*Dezinfekce = zniceni vegetativnich forem MO
Sterilizace = zniceni vSech forem MO



Agar — izolace jednotlivych kolonii, primy prukaz
pozorovani makroskopickych znaku

Bujon — pomnozeni, nerozezname smes MO

Mikroorganizmy — kultivovatelné asi 1,5 - 5%

Pady si pripravime dle cilového MO - smés z prostredi,
sbirkova kultura (katalog), klinika,...

Viry — kultivace na narustu bakterii - fagy
e Na tkanovych kulturach = zivocisné viry
e Podobné je to u intraceluldrnich parazitu

MO,



Cilena izolace ze vzorku smésné kultury
Selektivni podminky
Zisk uhliku (heterotrofie, autotrofie)

Zisk energie (chemoorganotrofie,
chemolitotrofie, fotolitotrofie)



cokoladovy agar
masopeptonovy

masopeptonovy-krevni agar




e Endulv agar - selektivni slozkou a zaroven indikdtorem stépeni
laktozy je v této pudé Schifovo reagens (vyvazena smés
bazického fuchsinu s kyselym sificitanem sodnym), které
reaguje s aldehydy




MacConkeylv agar - inhibicni slozkou v médiu je specidlni smés
zlucovych soli. Okyseleni, které vznika rozkladem laktozy, indikuje
neutralni cCerven. Inhibi¢ni rozsah ma témeér shodny s Endovym
agarem. Obé média umozniuji rlst gramnegativnim nenaroénym
bakteriim z ¢eledi Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Aeromonadaceae
a nékterym dalSim rodim (Pseudomonas, Alcaligenes).

Desoxycholat-citratovy agar (DC agar) - inhibi¢ni slozkou jsou v médiu
tvori zluCové soli, avsak ve vyssi koncentraci nez v MCA. Navic obsahuje
citronan zelezity, ktery indikuje tvorbu sirovodiku. Indikatorem
okyseleni je opét neutralni Cerven. DCA je zvlasté vhodny pro izolaci
salmonel a yersinii. Podobné sloZzeni ma i Salmonella-Shigella agar (SS
agar).



e Agar s briliantovou zeleni - inhibic¢ni slozkou je briliantova
zelen, indikatorem pH fenolova Cerven. Pouziva se hlavné pro
selektivni izolaci salmonel. Prida-li se do pudy jako
diagnosticka prisada vedle laktozy jesté sachardza, zvysi se jeji
diferenciacni hodnota. Dnes je prumyslové vyrabéna rada tzv.
chromogennich pud na kterych lze rozlisit podle typického
zabarveni kolonii vybrané rody z Celedi Enterobacteriaceae.
Jako priklad lze uvést Rambachuv agar, ktery je urieny pro
izolaci salmonel.




* zkvaSovani cukrd a produkce CO, v kombinované pudé podle
Hajny. Substratem pro tvorbu H,S je thiosulfat sodny a
indikatorem citrat zelezitoamonny. Sirovodik vytvoreny
redukci thiosulfatu reaguje s ionty zeleza za vzniku sulfidu
zelezitého. Produkce H,S se projevi zCernanim spodni casti

pudy. S. Typhi déla
jen uzoucky cerny prouzek

na rozhrani Sikmé c¢asti
a plného sloupce.

AT —




Mueller Hinton agar je kultivaéni plda, ktera se pouziva pro
test citlivosti na antibiotika a sulfoamidy (diskova, difuzni
Kirby-Bauer metoda) a pro primarni izolaci neisserii.




e krevni agar (vlevo stafylokoky, vpravo streptokoky)




 Polotuhé médium, Proteus mirabilis
e plazivy rist = Rausstv fenomén = fenomén pribojové viny




| plida

Vé

e Chromogenn




Postup
|POPSAT SVE ZKUMAVKY A MISKY ZESPODU!

*Navazit 2,6 g masopeptonového bujonu = MPB

eDoplnit do 200 ml destilovanou vodou, zméfrit pH (pripadné
upravit)

*Pipetovat po 5 ml do zkumavek
*Pridat 3,6 g agaru, po zahrati pipetovat do zkumavek po 5 ml
Sterilizace v autoklavu (poté jiz asepticka prace!!ll)

*Rozliti MPA (masopepton.agar) do Petriho misek, ozihavat
hrdlo!

eZkumavky s MPA nasikmit

*VVysledek: 3 misky MPA, 2 Sikmé agary MPA, 1 tekuty bujon MPB



